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r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s ,  l u n g s  a n d  t h e  p a r i e t a l  s u r f a c e s  o f  
t h o r a c i c  a n d  a b d o m i n a l  o r g a n s  o f  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s .  T h e  r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s  o f  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  
s h e e p  w e r e  m o d e r a t e l y  t o  m a r k e d l y  e n l a r g e d  a n d  c o n t a i n e d  
p r o m i n e n t  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  f e w  t o  n u m e r o u s  p l a s m a  
c e l l s .  F e t a l  l e s i o n s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y :  l y m p h  n o d e s
w i t h  s i n u s e s  t h a t  c o n t a i n e d  n u m e r o u s  f o a m y  m a c r o p h a g e s ,  
p n e u m o n i a  a n d  f i b r i n  c o v e r e d  t h o r a c i c  a n d  a b d o m i n a l  o r g a n s .
Fetuses responded to B^ abortus infection with a 
neutrophilia, lymphopenia and occasional monocytosis. 
Neonatal and adult sheep did not have significant 
hematological responses to B^ abortus infection. An 
antibrucella antibody response was not present in fetuses 
but adult and neonatal sheep produced brucella specific 
antibodies as early as PI day 8. Fetal neutrophil 
phagocytic but not killing function against B>_ abortus and
S. aureus was enhanced by B_^  abortus infection. Neonatal 
phagocytic and killing functions against B_^  abortus were 
increased by B^ _ abortus infection while only phagocytic 
function against aureus was increased. Adult sheep
x
p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  n o t  a l t e r e d  b y  B.  
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  F e t a l  s e r u m  c o r t i s o l  l e v e l s  w e r e  
m a r k e d l y  e l e v a t e d  b y  a b o r t u s  i n f e c t i o n .
B .  a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  p r o d u c e d  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s ,  
h e m a t o l o g i c a l ,  i m m u n o l o g i c a l  a n d  c o r t i s o l  r e s p o n s e s  a n d  
i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n s  i n  s h e e p .  B e c a u s e  m o s t  o f  
t h e s e  c h a n g e s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  i n  c a t t l e ,  
s h e e p ,  e s p e c i a l l y  d u r i n g  f e t a l  d e v e l o p m e n t ,  c o u l d  s e r v e  a s  
a n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  b o v i n e  b r u c e l l o s i s .
xi
C h a p t e r  I
L i t e r a t u r e  R e v i e w  a n d  O b j e c t i v e s
I n t r o d u c t i o n
B r u c e l l o s i s  i s  a  h i g h l y  i n f e c t i o u s  d i s e a s e  o f  d o m e s t i c  
a n i m a l s  a n d  man c a u s e d  b y  m e m b e r s  o f  t h e  g e n u s  B r u c e l l a .  I n
a n i m a l s ,  b r u c e l l o s i s  i s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a b o r t i o n ,  r e d u c t i o n
i n  f e r t i l i t y ,  d e c r e a s e d  m i l k  p r o d u c t i o n ,  o r c h i t i s  a n d
e p i d i d y m i t i s . ^ - ^ Human b r u c e l l o s i s  i s  a  s e v e r e  d i s e a s e
m a n i f e s t e d  b y  m u s c l e  p a i n ,  w e a k n e s s ,  s w e a t i n g ,  c h i l l s  a n d  
f e v e r . ^
B r u c e l l a  i n f e c t i o n s  a r e  p r i m a r i l y  s p r e a d  b y  i n f e c t e d  
a n i m a l s  t h a t  e x c r e t e  b r u c e l l a  o r g a n i s m s  i n  g e n i t a l  
s e c r e t i o n s  s h o r t l y  b e f o r e  o r  a f t e r  a b o r t i o n  o r  p a r t u r i t i o n  
o r  i n  c o l o s t r u m  o r  m i l k .  T h e  p r i m a r y  p o r t a l s  o f  e n t r y  a r e  
t h e  o r a l  m u c o s a  o f  n e o n a t e s  d r i n k i n g  i n f e c t e d  m i l k  a n d  t h e  
c o n j u n c t i v a  a n d  n a s o p h a r y n x  o f  a n i m a l s  e x p o s e d  t o  i n f e c t e d  
g e n i t a l  s e c r e t i o n s . 3 t 9 , 1 0  Humans  a r e  i n f e c t e d  by 
c o n s u m i n g  r a w  m i l k ,  d a i r y  p r o d u c t s  a n d  m e a t  p r o d u c t s  
i n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  s p p . . B r u c e l l o s i s  i s  an  o c c u p a t i o n a l  
d i s e a s e  f o r  v e t e r i n a r i a n s ,  m e a t  i n s p e c t o r s ,  l i v e s t o c k  a n d  
p a c k i n g  p l a n t  e m p l o y e e s  a n d  o t h e r  p e o p l e  who w o r k  w i t h  
i n f e c t e d  a n i m a l s . 7 r 8 > 11 
T h e  G e n u s  B r u c e l l a
T h e  6 s p e c i e s  o f  t h e  g e n u s  B r u c e l l a  w h i c h  h a v e  b e e n  
i d e n t i f i e d  a r e  B.  m e l i t e n s i s ,  B.  a b o r t u s ,  B.  s u i s ,  B.  o v i s ,
1
2B.  c a n i s  a n d  n e o t o m a e .  T h e s e  o r g a n i s m s  t e n d  t o  l o c a l i z e  
a n d  f r e q u e n t l y  p e r s i s t  i n  l y m p h o i d  o r g a n s ,  f e t a l  a n d  
p l a c e n t a l  t i s s u e s ,  s e m i n a l  v e s i c l e s  a n d  testes.1 “ 6 /12 
T h e y  a r e  p a t h o g e n i c  f o r  s e v e r a l  m a m m a l i a n  s p e c i e s .  B.  
m e l i t e n s i s  p r i m a r i l y  a f f e c t s  g o a t s  a n d  s h e e p  w h i l e  B ^  s u i s  
i s  a  s w i n e  p a t h o g e n .  C a t t l e  a r e  m o s t  s u s c e p t i b l e  t o  B . 
a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  d o g s  a r e  p r i n c i p l e  h o s t s  f o r  B ^  c a n i s  
i n f e c t i o n .  Bi^ o v i s  i n f e c t i o n s  a r e  l i m i t e d  t o  s h e e p  a n d  B.  
n e o t o m a e  i s  p r i m a r i l y  p a t h o g e n i c  f o r  r o d e n t s .  A l l  B r u c e l l a  
s p p . h a v e  t h e  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  a b o r t i o n ,  o r c h i t i s  a n d  
e p i d i d y m i t i s ;  a l l  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  o f  B^ _ o v  i s  a r e  c a p a b l e  
o f  c a u s i n g  a  v a r i e t y  o f  s y m p t o m s  i n  s e v e r a l  s p e c i e s ,  
i n c l u d i n g  m a n . 1 * 3 , 1 2  
H i s t o r y
T h e  f i r s t  m e m b e r  o f  t h e  g e n u s  B r u c e l l a  w a s  i s o l a t e d  i n  
1 8 8 7  b y  D a v i d  B r u c e ^ 3 f a n  o f f i c e r  o f  t h e  B r i t i s h  Army 
M e d i c a l  S t a f f .  He c u l t u r e d  w h a t  h e  c a l l e d  " m i c r o c o c c i "  f r o m  
s p l e e n s  o f  B r i t i s h  s o l d i e r s  who d i e d  f r o m  M a l t a  f e v e r .  T h i s  
o r g a n i s m  w a s  n o t  g i v e n  a  f o r m a l  name  u n t i l  1 8 9 2  w h e n  H u g h e s ,  
a  B r i t i s h  a r m y  o f f i c e r ,  c a l l e d  i t  S t r e p t o c o c c u s  
m i l e t e n s i s . ^^ S u b s e q u e n t l y ,  t h e  g e n u s  name  w a s  c h a n g e d ,  
b u t  t h e  s p e c i e s  n a m e  w a s  r e t a i n e d  ( t h e  s p e l l i n g  w a s  
c h a n g e d ) .  By 1 8 9 3  t h e  o r g a n i s m  w a s  r e f e r r e d  t o  a s  
M i c r o c o c c u s  m e l i t e n s i s .^ ^
I n  1 8 9 7 ,  B a n g ,  a  D a n i s h  v e t e r i n a r i a n ,  i s o l a t e d  t h e  
c a u s a t i v e  o r g a n i s m  o f  b o v i n e  c o n t a g i o u s  a b o r t i o n  f r o m  a n  
a b o r t e d  b o v i n e  fetus.^  B e c a u s e  some  o f  t h e s e  o r g a n i s m s
3w e r e  e l o n g a t e d ,  h e  c a l l e d  t h e m  b a c i l l i .  He n a m e d  t h i s  
b a c t e r i u m  " B a c i l l u s  o f  a b o r t i o n . "  D u r i n g  t h e  n e x t  2 0 - 3 0  
y e a r s  t h i s  o r g a n i s m  w a s  c a l l e d  B a c t e r i u m  a b o r t u s  a n d  
B a c i l l u s  a b o r t u s . ' 4
T r a u m  i s o l a t e d  B a c t e r i u m  a b o r t u s  f r o m  a n  a b o r t e d  p i g  
f e t u s  i n  1 9 1 4 . " ' ®  I n  a  s u b s e q u e n t  i s o l a t i o n  o f  B a c t e r i u m  
a b o r t u s  f r o m  a b o r t e d  p i g  f e t u s e s ,  i t  w a s  i n f e r r e d  t h a t  t h i s  
o r g a n i s m  w a s  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  B a c t e r i u m  a b o r t u s  c o m m o n l y  
i s o l a t e d  f r o m  a b o r t e d  b o v i n e  fetuses. ' 7
I n  t h e  1 9 2 0 ' s  E v a n s  p l a c e d  t h e  o r g a n i s m s  o r i g i n a l l y  
i s o l a t e d  b y  B r u c e ,  B a n g  a n d  T r a u m  i n  t h e  g e n u s  B r u c e l l a .  
R e s p e c t i v e l y  t h e y  w e r e  n a m e d  B r u c e l l a  m e l i t e n s i s , B r u c e l l a  
a b o r t u s  a n d  B r u c e l l a  s u i s . ' ^ B r u c e l l a  o v i s  w a s  i s o l a t e d  
f r o m  s h e e p  i n  A u s t r a l i a  i n  1 9 5 3 ' ^  a n d  B r u c e l l a  c a n i s  w a s  
i s o l a t e d  f r o m  a b o r t e d  c a n i n e  f e t u s e s  i n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  i n  
1 9 6 6 . 1 9
M o r p h o l o g y ,  C u l t u r a l  F e a t u r e s  a n d  B i o c h e m i c a l  R e a c t i o n s
B r u c e l l a e  a r e  s h o r t  r o d s  o r  c o c c o - b a c i l l i ,  Gr am s t a i n  
n e g a t i v e ,  f a c u l t a t i v e ,  i n t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a .  T h e y  a r e  
a r r a n g e d  s i n g u l a r l y  o r  i n  s h o r t  c h a i n s .  O r g a n i s m s  a r e  
n o n m o t i l e  a n d  h a v e  p o o r l y  d e v e l o p e d  c a p s u l e s .  S p o r e s  a r e
n o t  f o r m e d . 3 * ' 2
A l l  B r u c e l l a  s p e c i e s  h a v e  r o u g h  a n d  s m o o t h  s t r a i n s .  
R o u g h  s t r a i n s  a r e  v i a b l e  m u t a n t s  o f  s m o o t h  s t r a i n s .  T h e y  
l a c k  p a r t  o f  t h e  p o l y s a c c h a r i d e  s i d e  c h a i n  o f  t h e  
1 i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) p r e s e n t  i n  t h e  o u t e r  w a l l  o f  G r a m  
n e g a t i v e  b a c t e r i a . 3 t 12 T h i s  m u t a t i o n  i n  t h e  LPS c a u s e s
4r o u g h  s t r a i n s  t o  b e  m o r e  p e r m e a b l e  t o  l y s o z y m e s  a n d  
a n t i b i o t i c s  t h a n  s m o o t h  s t r a i n s ^ 2 a n d  p o t e n t i a l l y  
d e c r e a s e s  t h e  p a t h o g e n c i t y  o f  r o u g h  s t r a i n s .
B r u c e l l a  s p p .  c a n  b e  i s o l a t e d  a n d  g r o w n  on  a r t i f i c i a l  
m e d i a  w i t h  l i t t l e  d i f f i c u l t y .  C u l t i v a t i o n  o f  B r u c e l l a  s p p . 
c a n  b e  o b t a i n e d  on  T r y p t o s e  a g a r ,  A l b u m i n  a g a r  o r  T r y p t i c a s e  
S o y  a g a r  e n r i c h e d  w i t h  5 - 1 0  p e r c e n t  h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  
s e r u m .  G r o w t h  i s  b a r e l y  p e r c e i v a b l e  a t  2 d a y s  w i t h  maximum 
g r o w t h  o b t a i n e d  b e t w e e n  5 - 7  d a y s .  C o l o n i e s  a r e  r o u n d  t o  
c o n v e x  a n d  h o n e y  c o l o r e d . 3 , 2 0
O n l y  m i n o r  d i f f e r e n c e s  a r e  d e t e c t a b l e  i n  b i o c h e m i c a l  
r e a c t i o n s  o f  t h e  6 B r u c e l l a  s p p . . Some s t r a i n s  o f  B^  o v i s  
a n d  B ^  a b o r t u s  r e q u i r e  i n c r e a s e d  CO2  a t m o s p h e r i c  
c o n c e n t r a t i o n  t o  a l l o w  g r o w t h  o n  p r i m a r y  i s o l a t i o n .  T h i s  i s  
n o t  r e q u i r e d  o f  t h e  o t h e r  B r u c e l l a  s p p .  . 3 , 1 2  
s p e c i e s  e x c e p t  B ^  o v i s  a r e  c a p a b l e  o f  r e d u c i n g  n i t r a t e .  B.  
a b o r t u s  i s  t h e  o n l y  s p e c i e s  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  h y d r o g e n  
s u l f i d e .  O x i d a s e  p r o d u c t i o n  i s  a  common f e a t u r e  o f  a l l  
s p e c i e s  e x c e p t  B ^  o v i s  a n d  B^ _ n e o t o m a e . 3 , 1 2  
E p i d e m i o l o g y  o f  B o v i n e  B r u c e l l o s i s
B o v i n e  b r u c e l l o s i s  i s  g e n e r a l l y  r e c o g n i z e d  a s  a  
w o r l d w i d e  p r o b l e m .  Thimm a n d  W u n d t  ( 1 9 7 6 )  s t a t e d  t h a t  
b r u c e l l o s i s  w a s  p r e s e n t  i n  1 53  c o u n t r i e s .  I n  b r u c e l l o s i s  
f r e e  c o u n t r i e s  t h e  d i s e a s e  h a s  b e e n  e r a d i c a t e d  o r  n e v e r  
r e p o r t e d .  I n  s ome  i s l a n d  c o u n t r i e s  w i t h  s m a l l  c a t t l e  
p o p u l a t i o n s ,  t h e  d i s e a s e  h a s  n e v e r  b e e n  i n t r o d u c e d . 22
I n  t h e  U n i t e d  S t a t e s  a n d  p r o b a b l y  i n  o t h e r  c o u n t r i e s ,
5c a t t l e  a r e  t h e  p r i m a r y  r e s e r v o i r  o f  a b o r t u s . T h e  p r i m a r y  
s o u r c e  o f  s p r e a d  i s  a  r e c e n t l y  i n f e c t e d  a n i m a l  o r  a  
c a r r i e r . 22
B r u c e l l a  a b o r t u s  i s  e v e n t u a l l y  s h e d  w i t h  t h e  c o n c e p t u s ,  
o r  i n  c o l o s t r u m  a n d  m i l k  a f t e r  a b o r t i o n  o r  p a r t u r i t i o n .  
G e n i t a l  e x c r e t i o n s  a r e  t h e  p r i m a r y  s o u r c e  o f  i n f e c t i o n .  
C a l v e s  f r o m  i n f e c t e d  d a m s  may  b e  i n f e c t e d  i n  u t e r o  o r  
s h o r t l y  a f t e r  b i r t h  v i a  c o l o s t r u m  o r  m i l k .  M o s t  o f  t h e s e  
c a l v e s  r i d  t h e m s e l v e s  o f  t h e  i n f e c t i o n  b e f o r e  a d u l t h o o d .  
H o w e v e r ,  a  f ew  d o  n o t  e l i m i n a t e  t h e  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  
b e g i n  t o  e x c r e t e  o r g a n i s m s  s h o r t l y  b e f o r e  o r  a f t e r  
p a r t u r i t i o n  o r  a b o r t i o n  ( l a t e n t l y  i n f e c t e d  
a n i m a l s ) . 2 3 , 24 o t h e r  m e a n s  o f  s p r e a d  r e p o r t e d  a r e :  
i n f e c t e d  b u l l s  b y  n a t u r a l  s e r v i c e ,  a r t i f i c i a l  i n s e m i n a t i o n  
w i t h  i n f e c t e d  s e m e n  a n d  c o n t a m i n a t e d  m i l k i n g  m a c hines. 2 
H o w e v e r ,  s p r e a d  b y  n a t u r a l  s e r v i c e  h a s  n o t  b e e n  w e l l  
d o c u m e n t e d .
P a t h o g e n e s i s  a n d  L e s i o n s  o f  B o v i n e  B r u c e l l o s i s
A f t e r  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  m u c o s a  f o l l o w i n g  i n g e s t i o n  o r  
t h r o u g h  b r o k e n  s k i n  o r  t h e  r e p r o d u c t i v e  t r a c t ,  B ^  a b o r t u s  
o r g a n i s m s  l o c a l i z e  i n  t h e  r e g i o n a l  l y m p h  n o d e  w h e r e  t h e y  
e n t e r  c e l l s ,  p r o l i f e r a t e  a n d  c a u s e  c h r o n i c  l y m p h a d e n i t i s .  
S m a l l  a c c u m u l a t i o n s  o f  e p i t h e l i o i d  c e l l s ,  g r a n u l o m a s ,  s o m e  
w i t h  n e c r o t i c  c e n t e r s ,  a n d  p r o m i n e n t  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  
d e v e l o p  i n  r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s .
A b a c t e r e m i a  d e v e l o p s  a n d  o r g a n i s m s  l o c a l i z e  i n  t h e  
r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  s y s t e m ,  u d d e r ,  s u p e r m a m m a r y  l y m p h  n o d e s ,
p r e g n a n t  u t e r u s  a n d  placenta. ^ i n  g u i n e a  p i g s ,  d u r i n g  t h e  
b a c t e r e m i c  p h a s e ,  o r g a n i s m s  a r e  i n g e s t e d  b y  v o n  K u p f f e r  
c e l l s  a n d  n e u t r o p h i l s .  N e u t r o p h i l s  a g g r e g a t e  a n d  o f t e n  
b e c o m e  t r a p p e d  i n  h e p a t i c  s i n u s o i d s  w h e r e  s o m e  n e u t r o p h i l s  
a n d  b r u c e l l a  o r g a n i s m s  a r e  i n g e s t e d  by  r e t i c u l o e n d o t h e l i a l  
c e l l s . 25 T h e  i n f i l t r a t i o n  o f  m a c r o p h a g e s  was  
r e s p o n s i b l e  f o r  g r a n u l o m a  f o r m a t i o n .  A s i m i l a r  p a t h o g e n e s i s  
may  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  g r a n u l o m a s  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d  i n  
t h e  s p l e e n ,  l y m p h  n o d e  a n d  l i v e r  o f  i n f e c t e d  
c a t t l e . 4 , 2 6 , 2 7
An i n t e r s t i t i a l  m e t r i t i s  d e v e l o p s  a f t e r  b a c t e r i a l  
l o c a l i z a t i o n  w i t h i n  t h e  u t e r u s  a n d  u t e r i n e  g l a n d s . ^ T h i s  
o f t e n  p r o g r e s s e s  t o  a  s e v e r e  a n d  e x t e n s i v e  u l c e r a t i v e  
e n d o m e t r i t i s .  A t  t h e  t i m e  o f  a b o r t i o n ,  l a r g e  a r e a s  o f  t h e  
e n d o m e t r i a l  m u c o s a  b e c o m e  eroded. ^ F ro m t h e  u t e r u s ,  
b a c t e r i a  i n v a d e  t h e  c h o r i o n i c  e p i t h e l i u m ,  f e t a l  b l o o d  
v e s s e l s ,  a l l a n t o c h o r i o n i c  c o n n e c t i v e  t i s s u e  a n d  f e t a l  
f l u i d s . 4 / 2 8
When t h e  B_  ^ a b o r t u s  i n f e c t e d  a m n i o n i c  f l u i d  i s  
a s p i r a t e d  b y  t h e  f e t u s ,  i t  i n d u c e s  a  
b r o n c h o p n e u m o n i a . 1 / 2 8  P e r i b r o n c h i a l  a r e a s  a n d  
b r o n c h i o l e s  c o n t a i n  f l u i d  a n d  f i b r i n  a d m i x e d  w i t h  
p r e d o m i n a t e l y  m o n o n u c l e a r  c e l l s  a n d  a  f e w  i m m a t u r e  
n e u t r o p h i l s . ^ / 2 8  Th e  p r e s e n c e  o f  a  d i f f u s e  
m e n i n g i t i s ,  f o c a l  i n t e r s t i t i a l  n e p h r i t i s ,  m o d e r a t e  
s u b c u t a n e o u s  e d e m a  a n d  t h e  i s o l a t i o n  o f  a b o r t u s  f r o m  
s e v e r a l  o r g a n s  i s  e v i d e n c e  o f  f e t a l  b a c t e r e m i a . ^ 2 , 4 , 2 8
7Brucella abortus Infection in Sheep
S h e e p  may b e  n a t u r a l l y  o r  e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  
B .  a b o r t u s . 3 0 - 3 8  N a t u r a l  i n f e c t i o n s  a r e  u s u a l l y  
a c q u i r e d  f r o m  i n f e c t e d  c a t t l e . 3 0 t 3 2 , 3 3 , 3 4  j n s e v e r a l  
e x p e r i m e n t s ,  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  p r e g n a n t  s h e e p  a b o r t e d ,  h a d  
s t i l l b i r t h s  o r  n o r m a l  p a r t u r i t i o n s . ^ ' 3 0 , 3 1 - 3 4 , 2 6 , 3 8  
A l t h o u g h  t h e  e w e s  e x c r e t e  B^ _ a b o r t u s  a f t e r  a b o r t i o n s  o r  
s t i l l b i r t h s ,  t h e r e  i s  l i t t l e  h o r i z o n t a l  t r a n s m i s s i o n  w i t h i n  
s h e e p  f l o c k s . 3 2 , 3 3 , 3 7  L a t e n t  i n f e c t i o n s  i n  s h e e p  h a v e  
n o t  b e e n  r e p o r t e d .
I n  a n  e x p e r i m e n t a l  s t u d y  o f  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  
p r e g n a n t  e w e s ,  c h a n g e s  w e r e  r e l a t e d  t o  t h e  s t a g e  o f  
g e s t a t i o n  a t  t h e  t i m e  o f  i n o c u l a t i o n . 3 7  Ew e s  i n o c u l a t e d  
o r a l l y  w i t h  B ^  a b o r t u s  a t  1 3 5  d a y s  o f  g e s t a t i o n  g a v e  b i r t h  
t o  u n i n f e c t e d  t w i n  l a m b s ,  d e s p i t e  i s o l a t i o n  o f  o r g a n i s m s  
f r o m  t h e  p l a c e n t a  a n d  v a g i n a l  s e c r e t i o n s .  Two e w e s  w e r e  
i n o c u l a t e d  o r a l l y  w i t h  B ^  a b o r t u s  a t  121 d a y s  o f  g e s t a t i o n .  
O n e  g a v e  b i r t h  t o  a  l i v e  l a m b  2 3  d a y s  l a t e r .  T h e  o t h e r  ewe 
g a v e  b i r t h  t o  a  d e a d  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b  23 d a y s  p o s t  
i n o c u l a t i o n .  T h e  v a g i n a l  s e c r e t i o n s ,  p l a c e n t a  a n d  m i l k  w e r e  
B . a b o r t u s  p o s i t i v e  i n  b o t h  e w e s .  An ewe i n o c u l a t e d  w i t h  B.  
a b o r t u s  a t  9 8  d a y s  o f  g e s t a t i o n  a b o r t e d  B^  a b o r t u s  i n f e c t e d  
t w i n  f e t u s e s  25 d a y s  l a t e r  w h i l e  a n  ewe  i n o c u l a t e d  w i t h  B.  
a b o r t u s  a t  1 03  d a y s  o f  g e s t a t i o n  g a v e  b i r t h  t o  w e a k ,  B.  
a b o r t u s  i n f e c t e d  t w i n  l a m b s  34 d a y s  a f t e r  
i n o c u l a t i o n . 37
L e s i o n s  p r o d u c e d  i n  B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t a l  s h e e p  a n d
8B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  s h e e p  p l a c e n t a s  h a v e  n o t  b e e n  w e l l  
c h a r a c t e r i z e d .  F i b r i n  c o v e r e d  a b d o m i n a l  a n d  t h o r a c i c  
v i s c e r a  w e r e  o b s e r v e d  i n  t w i n  l a m b s  l e s s  t h a n  24 h o u r s  o l d ,  
34 d a y s  a f t e r  i n f e c t i o n  o f  t h e  p r e g n a n t  ewe. 37 i n  
i n f e c t e d  p l a c e n t a s ,  l e s i o n s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  n e c r o s i s  
a n d  n e u t r o p h i l i c  i n f i l t r a t i o n  o f  p l a c e n t a l  v i l l i .  T h e  
c h o r i o a l l a n t o i c  m e m b r a n e  w a s  n e c r o t i c  a n d  i n f i l t r a t e d  b y  
n e u t r o p h i l s . 3 6
A d u l t  a n d  N e o n a t a l  H u m o r a l  R e s p o n s e s
C a t t l e  w i t h  b r u c e l l o s i s  o r  v a c c i n a t e d  w i t h  a b o r t u s  
S t r a i n  19 v a c c i n e  p r o d u c e d  a t  l e a s t  2 c l a s s e s  o f  
i m m u n o g l o b u l i n s ,  IgM a n d  I g G .  IgM w a s  t h e  f i r s t  a n t i b o d y  
p r o d u c e d . 2 2 , 39 j g Q  a p p e a r e d  l a t e r  t h a n  IgM b u t  i t  
p e r s i s t e d  l o n g e r .  B o t h  IgG-|  a n d  I g G 2  s u b c l a s s e s  w e r e  
p r o d u c e d . 22
N e o n a t a l  c a l v e s  ( 2  w e e k s  o l d )  a n d  l a m b s  (1 d a y  o l d )  
l a c k e d  t h e  a b i l i t y  t o  r e s p o n d  t o  s e v e r a l  
a n t i g e n s ^ * 4 1 , 4 2 f o n e  Qf  wh i c h  w a s  B ^  a b o r t u s  S t r a i n  
1 9 . 4 0 , 4 1 , 4 2  w h e n  n e o n a t a l  c a l v e s  a n d  l a m b s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  IB^ a b o r t u s  S t r a i n  1 9 ,  t h e y  r e s p o n d e d  w i t h  p o o r  
h u m o r a l  immune  r e s p o n s e s . 4 0 r 41 H o w e v e r ,  a t  2 - 4  m o n t h s  
o f  a g e ,  c a l v e s  r e s p o n d e d  w i t h  h i g h  l e v e l s  o f  a n t i b o d i e s  t o  
B . a b o r t u s  S t r a i n  19 v a c c i n e . 4 1 t 43  T h e s e  a n t i b o d y  
l e v e l s  g r a d u a l l y  d e c l i n e d  a n d  b y  6 - 8  m o n t h s  a f t e r  
v a c c i n a t i o n ,  I gG  a n t i b o d y  w a s  r a r e l y  d e t e c t e d  i n  t h e  
b l o o d . 4 3 .
When e w e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  1 0 1^ k i l l e d  B.
a b o r t u s  o r g a n i s m s  t h e y  r e s p o n d e d  w i t h  h i g h  a n t i b o d y  t i t e r s  
w i t h i n  2 w e e k s . 40 N e o n a t a l  l a m b s  a n d  f e t u s e s  i n o c u l a t e d  
w i t h  s i m i l a r  d o s e s  o f  k i l l e d  a b o r t u s  r e s p o n d e d  s l o w l y  
w i t h  l o w  l e v e l s  o f  a n t i b o d y .  A n a m n e s t i c  a n t i b o d y  r e s p o n s e s  
i n  l a t e  t e r m  l a m b  f e t u s e s  a n d  n e o n a t e s  i n o c u l a t e d  w i t h  
k i l l e d  a b o r t u s  o r g a n i s m s  w e r e  a s  g r e a t  a s  t h e  a n a m n e s t i c  
r e s p o n s e  i n  e w e s  i n o c u l a t e d  w i t h  k i l l e d  B^  a b o r t u s  
o r g a n i s m s . 4 0
F e t a l  H u m o r a l  I mmu n e  R e s p o n s e s
F e t a l  a g e  a s  w e l l  a s  t y p e  a n d  a m o u n t  o f  a n t i g e n  
i n f l u e n c e  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n t i b o d y .  As  t h e  f e t u s  m a t u r e s ,  
i t s  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  a n t i b o d i e s  
i n c r e a s e s .  I m m u n o g l o b u l i n  G h a s  b e e n  f o u n d  i n  5 6 - d a y - o l d  
f e t a l  sheep44 a n d IgM i n  6 0 - d a y - o l d  f e t a l  sheep45.
At  t e r m ,  I g G  l e v e l s  w e r e  f o u n d  n o t  t o  e x c e e d  22  m g / m l  a n d  
IgM l e v e l s  d i d  n o t  e x c e e d  21 mg/ml.44
T h e  f i r s t  i m m u n o g l o b u l i n s  p r o d u c e d  b y  f e t u s e s  a r e  
IgM f o l l o w e d  b y  I g G . 45-47 O v i n e  f e t u s e s  p r o d u c e d  
n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s  t o  0X174 p h a g e  a t  41 d a y s ,  t o  
f e r r i t i n  a t  56 days47,48 a n < 3 c h i c k e n  r e d  b l o o d  c e l l s  a t  
58 days.46,49 A n t i g e n  s p e c i f i c  IgM a n d  I g G  w e r e  
o b s e r v e d  a t  91 a n d  80 d a y s  o f  gestation50 an(3 
n e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s  w e r e  r e p o r t e d  i n  95-100 d a y  o l d  
o v i n e  f e t u s e s  i n o c u l a t e d  w i t h  b l u e t o n g u e  v i r u s . ^  igM 
a n d  I g G  c o m p l e m e n t  f i x i n g  a n t i b o d i e s  w e r e  o b s e r v e d  a t  123 
d a y s  o f  g e s t a t i o n . ^2  o n e  s t u d y  s h o w e d  t h a t  a n a m n e s t i c  
a n t i b o d y  r e s p o n s e s  i n  f e t u s e s  w e r e  a s  h i g h  a s  a n a m n e s t i c
10
a n t i b o d y  r e s p o n s e s  i n  a d u l t s . 40
F e t a l  l y m p h o i d  t i s s u e s  a r e  a l s o  r e a c t i v e  t o  c e r t a i n  
a n t i g e n s .  F e t a l  s h e e p  i n o c u l a t e d  w i t h  b l u e t o n g u e  v i r u s  a t  
8 0  d a y s  o f  g e s t a t i o n  p r o d u c e d  m o n o n u c l e a r  a c c u m u l a t i o n s  i n  
l y m p h  n o d e s .  G e r m i n a l  c e n t e r s  a n d  p l a s m a  c e l l s  w e r e  
o b s e r v e d  a t  8 0 - 8 5  d a y s ,  t h e  s a m e  t i m e  t h a t  IgM a n d  I g G  w e r e  
d e m o n s t r a t e d . 51 B o v i n e  f e t u s e s  i n o c u l a t e d  w i t h  c a l f  
r o t a v i r u s  a t  6 3  d a y s  o f  g e s t a t i o n  d e v e l o p e d  p r o m i n e n t  
l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  d i f f u s e  p u l m o n a r y  l y m p h o i d  
proliferation.53 s i m i l a r  f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  
r u m i n a n t s  i n o c u l a t e d  w i t h  s e v e r a l  i n f e c t i o u s  
a g e n t s . 5 1 , 5 4 , 5 5 , 5 6
D e s p i t e  t h e  a b i l i t y  t o  r e s p o n d  t o  a  n u m b e r  o f  
i n f e c t i o u s  a n d  n o n i n f e c t i o u s  a g e n t s ,  f e t a l  s h e e p  a r e  
b a s i c a l l y  a g a m m a g l o b u l i n e m i c  p r i o r  t o  120  d a y s  o f  
g e s t a t i o n . 57 T h e r e  i s  a n  i n a b i l i t y  t o  p r o d u c e  
a n t i b o d i e s  t o  c e r t a i n  a n t i g e n s  b e f o r e  t h i s  g e s t a t i o n a l  a g e .  
T h i s  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d e l a y e d  d e v e l o p m e n t  o f  T 
l y m p h o c y t e s  t o  c e r t a i n  a n t i g e n s . 5 7 , 5 8  h a s  b e e n
s u g g e s t e d  t h a t  B l y m p h o c y t e s  a r e  m a t u r e  a n d  f u n c t i o n a l  a t  
m i d g e s t a t i o n  b u t  a r e  u n a b l e  t o  r e s p o n d  b e c a u s e  T h e l p e r  
c e l l s  h a v e  n o t  m a t u r e d . 44  By 120  d a y s  o f  g e s t a t i o n  i n  
t h e  s h e e p ,  t h e r e  a r e  m a t u r e  T h e l p e r  c e l l s  t o  m o s t  
a n t i g e n s . 5 7
B r u c e l l a  S e r o l o g i c  T e s t s
T h e  e a r l y  a p p e a r a n c e  o f  IgM a n d  t h e  l a t e r  a p p e a r a n c e  
a n d  p e r s i s t e n c e  o f  I g G  a r e  f r e q u e n t l y  e m p l o y e d  i n  s p e c i f i c
d i a g n o s t i c  t e s t s  f o r  b r u c e l l o s i s .  T h e  m o s t  c o m m o n l y  u s e d  
s e r o l o g i c  t e s t s  a r e  t h e  c a r d  t e s t  ( b u f f e r e d  b r u c e l l a  
a n t i g e n ) ,  r i v a n o l ,  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  
t e s t s . 2 2 , 2 5
T h e  c a r d  t e s t  i s  a  s i m p l e ,  r a p i d  t e s t  u s e d  p r i m a r i l y  t o  
d e t e c t  I g G  a n t i b i o d i e s ,  h o w e v e r  t h e  t e s t  a l s o  d e t e c t s  s ome  
IgM a n t i b i o d i e s  s p e c i f i c  f o r  B_j_ a b o r t u s . 25 , 5 9  i s
p o s i t i v e  i n  b o t h  e a r l y  a n d  c h r o n i c  r e a c t o r s .  I n  t h i s  t e s t ,  
s u s p e c t  s e r u m  i s  m i x e d  w i t h  b r u c e l l a  b u f f e r e d  a n t i g e n  
f o r  4 m i n u t e s .  A g g l u t i n a t i o n  i s  e v i d e n c e  o f  a  p o s i t i v e  
r e a c t o r .  B e c a u s e  IgM u n c o m m o n l y  a g g l u t i n a t e s  
n o n s p e c i f i c a l l y  w i t h  b r u c e l l a  a n t i g e n s  i n  a b o r t u s  
n e g a t i v e  o r  v a c c i n a t e d  a n i m a l s  a n d  b e c a u s e  I g G  a g g l u t i n a t e s  
s p e c i f i c a l l y  w i t h  b r u c e l l a  a n t i g e n s ,  IgM i s  e l i m i n a t e d  i n  
s o m e  b r u c e l l a  s e r o l o g i c  t e s t s .  I n  t h e  2 - m e r c a p t o e t h a n o l  
t e s t  IgM i s  d e g r a d e d  a n d  i n  t h e  r i v a n o l  t e s t  i t  i s  
p r e c i p i t a t e d .  I n  b o t h  t e s t s  t h e  r e m a i n i n g  I g G  a n d  b r u c e l l a  
a n t i g e n s  a r e  m i x e d .  T h e r e  i s  a g g l u t i n a t i o n  i n  p o s i t i v e  
r e a c t i o n s . 2 2 , 6 0  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  i s  a
s e n s i t i v e  t e s t  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  b o t h  IgM a n d  I g G .  I t  i s  
f r e q u e n t l y  u s e d  t o  c o n f i r m  a  d i a g n o s i s  o f  b r u c e l l o s i s  when  
o n e  o r  m o r e  o f  t h e  o t h e r  s u p p l e m e n t a l  t e s t s  ( c a r d ,  r i v a n o l ,  
2 - m e r c a p t o e t h a n o l )  i s  p o s i t i v e .  6 "!
H e m a t o l o g y
Few s t u d i e s  o n  n o r m a l  f e t a l  h e m a t o l o g y  h a v e  b e e n  
r e p o r t e d . 4 0 , 62 s t u d i e s  o n  f e t a l  h e m a t o l o g i c  r e s p o n s e s  
t o  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  a r e  e v e n  r a r e r . 40 F e t a l  s h e e p
i n o c u l a t e d  w i t h  S a l m o n e l l a  p o l y m e r i c  f l a g e l l i n  (POL) 
d e v e l o p e d  a  l e u k o c y t o s i s  w i t h  l y m p h o c y t o s i s  a n d  
n e u t r o p h i l i a . 40 A d u l t s  a n d  n e o n a t e s  f r e q u e n t l y  r e s p o n d  
t o  a  w i d e  s p e c t r u m  o f  a n t i g e n s  w i t h  l e u k o c y t o s i s  a n d  
n e u t r o p h i l i a . 63
L e u k o c y t e  F u n c t i o n  i n  B r u c e l l o s i s
L e u k o c y t e s  f u n c t i o n  i n  n o n s p e c i f i c  h o s t  r e s i s t e n c e  b y  
p h a g o c y t o s i n g  a n d  k i l l i n g  b a c t e r i a l  o r g a n i s m s .  S e r u m  a l o n e  
h a s  t h e  a b i l i t y  t o  k i l l  c e r t a i n  b a c t e r i a . 6 4 , 6 5  H o w e v e r ,  
t h e  p r i m a r y  a n t i b a c t e r i a l  f u n c t i o n  o f  s e r u m  i s  t o  o p s o n i z e  
b a c t e r i a  s o  t h e y  c a n  be  i n g e s t e d  by  n e u t r o p h i l s  a n d  
m a c r o p h a g e s .  O p s o n i z a t i o n  b y  a n t i b o d i e s  a n d / o r  a n t i b o d i e s  
a n d  c o m p l e m e n t  i s  e s s e n t i a l  f o r  i n g e s t i o n  o f  m o s t  
b a c t e r i a . 6 5 - 6 7
An a r r a y  o f  l e u k o c y t e  f u n c t i o n  t e s t s  h a v e  b e e n  u s e d  i n  
a n  a t t e m p t  t o  d e t e r m i n e  t h e  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  
p o t e n t i a l s  o f  l e u k o c y t e s  f o r  d i f f e r e n t  t y p e s  o f  
b a c t e r i a . 6 4 - 6 6 , 6 8 - 7 5  E x t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  w e r e  m o r e  
r e a d i l y  p h a g o c y t o s e d  a n d  k i l l e d  t h a n  o b l i g a t e  i n t r a c e l l u l a r  
b a c t e r i a . 70 O b l i g a t e  i n t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  o f t e n  
e s c a p e  b e i n g  k i l l e d  b y  l e u k o c y t e s .  T h e  e s c a p e  f r o m  
l e u k o c y t e  k i l l i n g  may b e  a c c o m p l i s h e d  by  a  v a r i e t y  o f  
m e c h a n i s m s .  B a c t e r i a l  o r g a n i s m s  may  i n h i b i t  c h e m o t a x i s ,  
l e u k o c y t e  d e g r a n u l a t i o n  o r  t h e  l e u k o c y t e  o x i d a t i v e  b u r s t .  
B a c t e r i a  may a l s o  a v o i d  b e i n g  k i l l e d  i n  t h e  p h a g o s o m e  b y  
b e i n g  r e s i s t a n t  t o  g r a n u l e  c o m p o n e n t s  o r  b e i n g  r e s i s t a n t  t o  
o x i d a t i v e  a t t a c k s . 67 R e g a r d l e s s  o f  b a c t e r i a l
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c l a s s i f i c a t i o n  a s  a n  e x t r a c e l l u l a r  o r  a n  o b l i g a t e  
i n t r a c e l l u l a r  p a r a s i t e ,  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  f r o m  
t h e  h o s t  w i l l  b e  d e p e n d e n t  i n  p a r t  o n  n o n s p e c i f i c  h o s t  
d e f e n s e s ,  p r i m a r i l y  n e u t r o p h i l s  a n d  m a c r o p h a g e s .
S e v e r a l  s t u d i e s  i n  g u i n e a  p i g s ,  r a t s  a n d  h u m a n s  o n  
l e u k o c y t e  f u n c t i o n a l  a b i l i t i e s  a g a i n s t  s m o o t h  a n d  r o u g h  
s t r a i n s  o f  a b o r t u s  c o n c l u d e d  t h a t  r o u g h  s t r a i n s  w e r e  m o r e  
e a s i l y  p h a g o c y t o s e d  a n d  k i l l e d  t h a n  s m o o t h  
s t r a i n s . 6 8 • 7 0 • 7 2  M a c r o p h a g e s  f r o m  immune  r a t s  a n d  
g u i n e a  p i g s  h a d  g r e a t e r  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  p o t e n t i a l s  
t h a n  m a c r o p h a g e s  f r o m  n o n i m m u n e  r a t s  a n d  g u i n e a  
p i g s . 6 8 , 7 1 , 7 2  T h i s  may e x p l a i n  why immune  a n i m a l s  a r e  
m o r e  r e s i s t e n t  t o  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n  t h a n  n o n i m m u n e  
a n i m a l s . 6 8 . 7 0 , 7 3  S e r u m  h a d  no  n o t i c a b l e  p o s i t i v e  a f f e c t  
o n  l e u k o c y t e  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  p o t e n t i a l s . 6 2
N e u t r o p h i l s  ma y  h a v e  a  m a j o r  r o l e  i n  h o s t  d e f e n s e  i n  B.  
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  I n  n o n i m m u n e  a n i m a l s ,  n e u t r o p h i l s  a r e  
m o r e  d e s t r u c t i v e  t o  B ^  a b o r t u s  t h a n  m a c r o p h a g e s . 7 0  T h e  
i n t r a c e l l u l a r  s u r v i v a l  o f  B ^  a b o r t u s  i n  n e u t r o p h i l s  f r o m  
immune  a n i m a l s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  s u r v i v a l  
JLi. a b o r t u s  i n  n e u t r o p h i l s  f r o m  n o n i m m u n e  a n i m a l s ® ^  
O b j e c t i v e s
T h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e :  1) t o  e v a l u a t e  t h e
s h e e p  a s  a n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  b o v i n e  b r u c e l l o s i s  b y  
e x a m i n i n g  m o r p h o l o g i c ,  h e m a t o l o g i c  a n d  i m m u n o l o g i c  r e s p o n s e s  
i n  f e t a l ,  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  s h e e p  i n f e c t e d  w i t h  B^ _ a b o r t u s  
a n d ,  2 ) t o  d e t e r m i n e  i f  t h e  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  a b i l i t i e s
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o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  f e t a l ,  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  s h e e p  a r e  
a l t e r e d  b y  B .  a b o r t u s  i n f e c t i o n .
Chapter II
M o r p h o l o g i c  L e s i o n s ,  H e m a t o l o g i c a l ,  I m m u n o l o g i c a l  a n d  
C o r t i s o l  R e s p o n s e s  a n d  N e u t r o p h i l  F u n c t i o n s  i n  
F e t a l  S h e e p  I n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s
I n t r o d u c t i o n
F e t u s e s  p o s s e s s  t h e  a b i l i t y  t o  r e s p o n d  t o  b o t h  
i n f e c t i o u s  a n d  n o n i n f e c t i o u s  a g e n t s . 4 0 , 4 6 - 5 6 , 7 7 , 7 8  
T h e s e  r e s p o n s e s  a r e  m o r p h o l o g i c a l ,  i m m u n o l o g i c a l  a n d  
h e m a t o l o g i c a l .  A f e w  o f  t h e s e  p a r a m e t e r s  h a v e  b e e n  e x a m i n e d  
i n  f e t u s e s  e x p o s e d  t o  s o m e  i n f e c t i o u s  o r g a n i s m s .  O n l y  
m o r p h o l o g i c a l  r e s p o n s e s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  i n  
f e t u s e s  i n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s .
F e t u s e s  r e a d i l y  d e v e l o p  h i s t o l o g i c  a n d  o c c a s i o n a l l y  
g r o s s  l e s i o n s  w h e n  e x p o s e d  t o  c e r t a i n
a n t i g e n s . 4 / 1 8 , 2 8 , 3 7 , 5 1  , 5 6 , 7 8 , 7 9  w h e n  90 d a y  o l d  f e t a l  
m o n k e y s  ( g e s t a t i o n a l  p e r i o d  o f  1 5 5 - 1 6 5  d a y s )  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  t u r p e n t i n e  t h e y  p r o d u c e d  l o c a l l y  s e v e r e  i n f l a m m a t o r y  
res p o n s e s . 78  H i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  f e t u s e s  e x p o s e d  t o  
v a r i o u s  i n f e c t i o u s  a g e n t s  a r e  c h a r a c t e r i z e d  by  
l y m p h o r e t i c u l a r  h y p e r p l a s i a 1 " 4 ' ^ 6 , n e c r o s i s ^  a n d  
m o n o n u c l e a r  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n s . 1 “ 4 • 2 8 , 5 1  H i s t o l o g i c  
l e s i o n s  i n  IB^ a b o r t u s  i n f e c t e d  a b o r t e d  b o v i n e  f e t u s e s  a r e  
c h a r a c t e r i z e d  b y  b r o n c h o p n e u m o n i a ,  l y m p h o r e t i c u l a r  
h y p e r p l a s i a ,  m u l t i p l e  n e c r o t i c  f o c i  i n  s e v e r a l  o r g a n s  a n d  a  
d i f f u s e  m e n i n g i t i s . 1 ' 4 , 2 8
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As t h e  f e t u s  m a t u r e s ,  s o  d o e s  i t s  a b i l i t y  t o  p r o d u c e  
i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  a n t i b o d i e s .  F e t a l  s h e e p  w e r e  c a p a b l e  o f  
p r o d u c i n g  IgM a n t i b o d y  a t  75 d a y s  o f  g e s t a t i o n  ( g e s t a t i o n a l  
p e r i o d  o f  1 4 5 - 1 5 0  d a y s )  t o  p o l y m e r i c  f l a g e l l i n  (POL).46 
I m m u n o g l o b u l i n  G a n t i b o d y  t o  B_;_ o v i s  w a s  e v i d e n t  a t  8 0  d a y s  
o f  g e s t a t i o n . 50 N e u t r a l i z i n g  a n t i b o d i e s  t o  b l u e t o n g u e  
v i r u s  d e v e l o p e d  a t  95  d a y s  o f  g e s t a t i o n ^  a n d  IgM a n d  
I g G  c o m p l e m e n t  f i x i n g  a n t i b o d i e s  t o  a  m i x t u r e  o f  o v a l b u m i n ,  
f e r r i t i n  a n d  b a c t e r i o p h a g e  w e r e  f i r s t  o b s e r v e d  a t  123  d a y s
o f  g e s t a t i o n . 52
Few h e m a t o l o g i c a l  s t u d i e s  i n  t h e  o v i n e  f e t u s  h a v e  b e e n  
d o n e . 4 0 , 6 2  s t u d i e s  o f  o v i n e  f e t a l  h e m a t o l o g i c a l  
r e s p o n s e s  t o  a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  a r e  e v e n  r a r e r . ( 4 0 )
When f e t a l  s h e e p  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  S a l m o n e l l a  p o l y m e r i c  
f l a g e l l i n  ( P O L . )  t h e y  d e v e l o p e d  l e u k o c y t o s i s  a n d  
n e u t r o p h i l i a .  I n  1 2 0 - d a y - o l d  POL i n o c u l a t e d  f e t a l  s h e e p ,  
t h e r e  w a s  a  2 - 3  f o l d  i n c r e a s e  i n  l y m p h o c y t e s ,  w i t h  maximum 
l e v e l s  o b t a i n e d  w i t h i n  4 d a y s  o f  i n o c u l a t i o n .  I n  8 6  d a y  o l d  
POL i n o c u l a t e d  f e t a l  s h e e p ,  n e u t r o p h i l  p e r c e n t a g e  i n c r e a s e d  
f r o m  3 - 6  p e r c e n t  t o  2 1 - 2 5  p e r c e n t  o f  t h e  t o t a l  c o u n t  w i t h i n  
4 d a y s  o f  i n o c u l a t i o n .  P e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  r e t u r n e d  
t o  n o r m a l  w i t h i n  1 2  d a y s  o f  i n o c u l a t i o n . 4 0
S i n c e  B ^  a b o r t u s  w a s  o r i g i n a l l y  i s o l a t e d  f r o m  a n  
a b o r t e d  b o v i n e  f e t u s  b y  Ba ng  i n  1 8 9 7 ^ 5  t h e r e  h a v e  b e e n  
n u m e r o u s  r e p o r t s  o f  l a t e  t e r m  a b o r t i o n s  i n  p r e g n a n t  c a t t l e  
i n f e c t e d  w i t h  a b o r t u s . 2 8 , 2 9  T h e s e  a b o r t i o n s  p r o b a b l y  
r e s u l t e d ,  i n  p a r t ,  f r o m  t h e  i n a b i l i t y  o f  f e t a l  h o r m o n e s  t o
m a i n t a i n  p r e g n a n c y . 80
T h e  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e :  t o  e v a l u a t e  t h e
f e t a l  s h e e p  a s  a n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  f e t a l  b o v i n e  
b r u c e l l o s i s  a n d  t o  d e t e r m i n e  t h e  f e t a l  r e s p o n s e  t o  B.  
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  T h e s e  o b j e c t i v e s  w e r e  m e t  b y  s t u d y i n g  
g r o s s  a n d  h i s t o l o g i c  l e s i o n s ,  h e m a t o l o g i c ,  i m m u n o l o g i c  a n d  
c o r t i s o l  r e s p o n s e s  a n d  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n s  i n  f e t a l  s h e e p  
i n f e c t e d  w i t h  a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8 .
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s
E x p e r i m e n t a l  D e s i g n  —  A l l  f e t a l  l a m b s  u s e d  i n  t h i s  
s t u d y  w e r e  i n o c u l a t e d  b e t w e e n  1 1 6 - 1 2 4  d a y s  o f  g e s t a t i o n .
Two f e t a l  l a m b s  w e r e  u n i n o c u l a t e d  c o n t r o l s ,  3 f e t a l  l a m b s  
w e r e  s a l i n e  i n o c u l a t e d  c o n t r o l s  a n d  1 1  f e t a l  l a m b s  w e r e  
i n o c u l a t e d  w i t h  EU_ a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8 .
S a l i n e  i n o c u l a t e d  f e t u s e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  ( P I )  d a y s  4 a n d  8  a n d  EU_ a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  w e r e  c o l l e c t e d  a t  P I  d a y s  1 ,  2 ,  3 ,  4 a n d  6 .
A n i m a l s  —  A t o t a l  o f  12 p r e g n a n t  c r o s s b r e d  e w e s  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  t h e  L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y  s h e e p  f a r m .  
A n i m a l s  w e r e  h o u s e d  i n  a n  e n c l o s e d  b a r n ,  4 p e r  s t a l l .  T h e y  
w e r e  f e d  h a y  a n d  t a p  w a t e r .  A l l  a n i m a l s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  
a n t i b o d i e s  t o  B r u c e l l a  a b o r t u s  w i t h  t h e  c a r d  t e s t  ( b u f f e r e d  
b r u c e l l a  a n t i g e n )  a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t .
Ewes  w e r e  b r e d  s o  g e s t a t i o n a l  p e r i o d s  c o u l d  be  
e s t i m a t e d  w i t h i n  2 d a y s .  P r e g n a n c y  w a s  d e t e r m i n e d  b y  g r o s s
e n l a r g e m e n t  o f  t h e  u d d e r  a n d  a b d o m i n a l  b a l l o t m e n t .  Two 
f e t a l  l a m b s  f r o m  2  e w e s  w e r e  u s e d  a s  u n i n o c u l a t e d  c o n t r o l s ,  
3 f e t a l  l a m b s  f r o m  2 e w e s  w e r e  u s e d  a s  s a l i n e  i n o c u l a t e d  
c o n t r o l s ,  a n d  11 f e t a l  l a m b s  f r o m  7 e w e s  w e r e  i n o c u l a t e d  
w i t h  B^ a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  ( F i g  1 ) .
F e t a l  I n o c u l a t i o n  —  S u r g e r y  w a s  p e r f o r m e d  o n  e w e s  
b e t w e e n  116  a n d  126 d a y s  o f  g e s t a t i o n .  W a t e r  a n d  f e e d  w e r e  
r e m o v e d  8  a n d  2 4  h o u r s  p r i o r  t o  s u r g e r y .  Ew e s  w e r e  
p r e a n e s t h e t i z e d  w i t h  1 0  p e r c e n t  s u r i t a l a  a n d  i n t u b a t e d .  
S u r g i c a l  a n e s t h e s i a  w a s  m a i n t a i n e d  w i t h  m e t o f a n e * 3 .
M i d l i n e  a b d o m i n a l  i n c i s i o n s  w e r e  m a d e  t h r o u g h  t h e  s k i n ,  
l i n e a  a l b a  a n d  p e r i t o n e u m .  T h e  h e a d  o f  t h e  f e t u s  w a s  
p a l p a t e d .  I n o c u l a t i o n  o f  0 . 5  ml  o f  s t e r i l e  s a l i n e  o r  B.  
a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  (3  x 1 0 ^ -  4 x 10® o r g a n i s m s  
s u s p e n d e d  i n  0 . 5  ml  s t e r i l e  s a l i n e )  w a s  t h r o u g h  t h e  u t e r i n e  
w a l l  i n t o  t h e  d o r s a l  m u s c l e s  o f  t h e  f e t a l  n e c k .  T h e  
i n c i s o n s  i n  t h e  p e r i t o n e u m  a n d  l i n e a  a l b a  w e r e  s u t u r e d  w i t h  
2 - 0  g u t .  T h e  s k i n  i n c i s i o n  w a s  s u t u r e d  w i t h  s t e r i l e  
v e t a f i 1 .
F e t u s e s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c a e s a r e a n  s e c t i o n  a t  P I  d a y s  
1 ,  2 , 3 ,  4 ,  6 , a n d  8  i m m e d i a t e l y  f o l l o w i n g  e u t h a n a s i a  o f  t h e  
e w e s .  A f ew  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  d e a d  a t  t i m e  
o f  c o l l e c t i o n  a n d  o n e  w a s  b o r n  a l i v e .  S e c t i o n s  o f  t h e  l u n g ,  
l i v e r ,  s p l e e n ,  k i d n e y ,  t h y m u s ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e ,
a B i o - c e n t i c  L a b o r a t o r i e s ,  I n c . ,  S t .  J o s e p h ,  M i s s o u r i  
6 4 5 0 4
^Pitman M o o r e ,  I n c . ,  W a s h i n g t o n  C r o s s i n g ,  New J e r s e y  
0 8 5 6 0
c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  a n d  a d r e n a l  g l a n d  w e r e  f i x e d  i n  1 0  
p e r c e n t  f o r m a l i n  a t  4°  C .  L u n g ,  l i v e r ,  s p l e e n ,  b l o o d ,  
k i d n e y ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e ,  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e ,  s t o m a c h  
c o n t e n t s ,  b l o o d  a n d  a m n i o n i c  f l u i d  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  
c u l t u r e .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  v i a  h e a r t  p u n c t u r e  f r o m  e a c h  
f e t u s  i n t o  s t e r i l e  t u b e s  c o n t a i n i n g  t h e  a n t i c o a g u l a n t  
d i p o t a s s i u m  e t h y l e n e d i a m i n e t e t r a a c e t a t e  ( EDTA) o r  i n  
s i l i c o n i z e d  g l a s s  t u b e s .  B l o o d  c o l l e c t e d  i n  EDTA w a s  u s e d  
i n  l e u k o c y t e  f u n c t i o n  t e s t s ,  t o  o b t a i n  t o t a l  l e u k o c y t e  
c o u n t s  a n d  t o  m a k e  b l o o d  s m e a r s .  S e r u m  f r o m  b l o o d  c o l l e c t e d  
i n  s i l i c o n i z e d  g l a s s  t u b e s  w a s  u s e d  f o r  c o r t i s o l  a n d  
a n t i b o d y  l e v e l  d e t e r m i n a t i o n s  a n d  a s  a u t o l o g o u s  s e r u m  i n  
l e u k o c y t e  f u n c t i o n  t e s t s .
C u l t u r e  P r o c e d u r e s  —  S e l e c t e d  t i s s u e s  i n c l u d i n g  l u n g ,  
k i d n e y ,  l i v e r ,  s p l e e n ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e ,  c e r v i c a l  l y m p h  
n o d e ,  a b o m a s a l  f l u i d  a n d  a m n i o n i c  f l u i d  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  
a s e p t i c  t e c h n i q u e s .  T i s s u e s  w e r e  c u l t u r e d  i m m e d i a t e l y  o r  
s t o r e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C  a n d  c u l t u r e d  w i t h i n  24 h o u r s  o f  
h a r v e s t .
T i s s u e s  w e r e  c u t  i n t o  2 - 3  mm p i e c e s  w i t h  a  s t e r i l e  
s u r g i c a l  b l a d e .  T i s s u e  w e r e  p l a c e d  i n  a  s t e r i l e  b l e n d e r  
w i t h  10 t o  30 m i l l i l i t e r s  ( m l )  o f  s t e r i l e  s a l i n e .  T h e  
t i s s u e  s a l i n e  m i x t u r e  w a s  b l e n d e d  f o r  2 0 - 3 0  s e c o n d s .  M i n c e d  
t i s s u e s  w e r e  s t r e a k e d  o n  T r y p t i c  S o y  a g a r  p l a t e s c  w i t h  5 
p e r c e n t  h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  s e r u m  a n d  b r u c e l l a  s e l e c t i v e
c D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  M i c h i g a n .
m e d i a ^ 1 ( w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 2  g r a m s  L c y s t e i n e ,
1 : 5 0 0 0  a n d  0 . 2 5  gm e r y t h r i t o l ,  1 : 4 0 0 0  p e r  l i t e r ) .  P l a t e s  
w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 - 5  d a y s  i n  a  3 7°  C i n c u b a t o r .
B . a b o r t u s  w a s  i d e n t i f i e d  a s  s m a l l ,  r o u n d ,  p a l e - h o n e y  
c o l o r e d  c o l o n i e s .  T h e s e  b a c t e r i a  w e r e  c o c c o b a c i l l i , Gr a m 
s t a i n  n e g a t i v e ,  u r e a s e  a n d  o x i d a s e  p o s i t i v e .
B a c t e r i a  —  S t o c k  c u l t u r e s  o f  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s ^  
S t r a i n  5 2 0 A  w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C  o n  T r y p t o s e  S o y  a g a r .  F o r  
d a i l y  u s e ,  s t o c k  S ^  a u r e u s  w a s  i n o c u l a t e d  i n  5 - 1 0  m l  o f  
T r y p t o s e  S o y  b r o t h  i n c u b a t e d  f o r  1 6 - 2 0  h o u r s  a t  3 7 °  C .  
B a c t e r i a  w e r e  w a s h e d  3 t i m e s  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n ,  
c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4°C a n d  t h e  p e l l e t  
w a s  s u s p e n d e d  i n  5 m l  o f  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  
a b s o r b a n c e  r e a d i n g  w a s  a d j u s t e d  t o  . 2 0  -  . 2 5  o p t i c a l  d e n s i t y  
( 0 D ) . e  B a c t e r i a  w e r e  c u l t u r e d  o n  T r y p t o s e  S o y  a g a r  p l a t e s  
f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  b a c t e r i a  p e r  m l .  T h e  
m i c r o d r o p  p l a t i n g  m e t h o d  w a s  u s e d  f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n .
B r u c e l l a  a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8 ^  s t o c k  wa s  m a i n t a i n e d  i n  
s t e r i l e  s a l i n e .  S t o c k  EU_ a b o r t u s  w a s  i n o c u l a t e d  i n  T r y p t i c  
S o y  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C  f o r  1 6 - 2 0  h o u r s .  B a c t e r i a  
w e r e  w a s h e d  3 t i m e s  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n ,
^ D r .  H.  C o x ,  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y  a n d  P a r a s i t o l o g y ,  
S c h o o l  o f  V e t e r i n a r y  M e d i c i n e ,  L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  
B a t o n  R o u g e ,  L o u i s i a n a  7 0 8 0 3 .  
e S p e c t r o n i c  20  S p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  B a u s c h  a n d  L o m b ,  I n c . ,  
R o c h e s t e r ,  New Y o r k .
^ D r .  B.  L .  D e y o e ,  N a t i o n a l  A n i m a l  D i s e a s e  C e n t e r ,
A g r i c u l t u r e  R e s e a r c h  S e r v i c e ,  U n i t e d  S t a t e s  D e p a r t m e n t  o f  
A g r i c u l t u r e ,  Ames I o w a  5 0 0 1 0 .
c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4° C a n d  t h e  
p e l l e t  w a s  s u s p e n d e d  i n  5 ml  o f  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  
T h e  a b s o r b a n c e  l e v e l  w a s  a d j u s t e d  t o  . 0 2  -  . 0 4  OD.  B a c t e r i a  
w e r e  c u l t u r e d  o n  T r y p t i c  S o y  a g a r  p l a t e s  e n r i c h e d  w i t h  5 
p e r c e n t  h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  s e r u m  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  
t h e  n u m b e r  o f  b a c t e r i a  p e r  m l .  T h e  m i c r o d r o p  p l a t i n g  m e t h o d  
w a s  u s e d  f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n .
T i s s u e  P r o c e s s i n g  —  F r e s h l y  c o l l e c t e d  s e c t i o n s  o f  
l i v e r ,  l u n g ,  s p l e e n ,  t h y m u s ,  k i d n e y ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e  
a n d  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  w e r e  f i x e d  i n  1 0  p e r c e n t  f o r m a l i n  a t  
4°  C.  T i s s u e s  r e m a i n e d  i n  c o l d  f o r m a l i n  u n t i l  p r o c e s s e d .
T i s s u e s  w e r e  e m b e d d e d  i n  p l a s t i c  a s  d e s c r i b e d . 82  ^
5 gm p a c k  o f  w h i t e  p o w d e r ,  b e n z o y l  p e r o x i d e  ( c a t a l y s t ) ,  w a s  
a d d e d  t o  5 g o f  l i q u i d ,  2 - b u t o x y  e t h a n o l  ( s o l u t i o n  B ) , a n d  
m i x e d  w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r .  I n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  w a s  
p r e p a r e d  b y  m i x i n g  5 m l  o f  s o l u t i o n  B w i t h  50 ml  o f  h y d r o x y  
e t h y l  m e t h a c r y l a t e  ( s o l u t i o n  A ) .  S e c t i o n s  o f  t i s s u e s  w e r e  
a d d e d  t o  t h i s  i n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  a n d  p l a c e d  i n  a  v a c u u m  
d e s s i c a t o r .  A v a c u u m  w a s  e s t a b l i s h e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4°C 
f o r  24 h o u r s .  A f t e r  24 h o u r s ,  t h e  i n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  w a s  
c h a n g e d  a n d  a n o t h e r  v a c u u m  w a s  c r e a t e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4°C 
f o r  a n  a d d i t i o n a l  24 h o u r s .
T h e  e m b e d d i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  by  m i x i n g  50 ml  o f  
s o l u t i o n  A w i t h  5 ml  o f  s o l u t i o n  B a n d  2 ml  o f  N-N d i m e t h y l  
a n i l i n e  ( s o l u t i o n  C ) .  Two t o  t h r e e  ml  a l i q u o t s  w e r e  
p i p e t t e d  i n t o  t h e  l o w e r  d e p r e s s i o n s  o f  p l a s t i c  m o l d s .  
I n f i l t r a t e d  t i s s u e  s p e c i m e n s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  m o l d s  a n d
c o v e r e d  w i t h  t h e  e m b e d d i n g  s o l u t i o n  a n d  a  p l a s t i c  b l o c k  
h o l d e r .  T h e  m o l d s  w e r e  p l a c e d  i n  a  v a c u u m  d e s s i c a t o r .  A 
v a c u u m  w a s  c r e a t e d  a n d  t h e  v a c u u m  d e s s i c a t o r  w a s  m a i n t a i n e d  
a t  4°C f o r  4 8  h o u r s  t o  a l l o w  p o l y m e r i z a t i o n .
U s i n g  a  m i c r o t o m e ^  w i t h  a  g l a s s  k n i f e  h o l d e r ,  p l a s t i c  
e m b e d d e d  t i s s u e s  w e r e  c u t  i n  2  m i c r o n  s e c t i o n s  w i t h  a  g l a s s  
k n i f e .  S e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n .
H e m a t o l o g y  - - -  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  i n t o  EDTA t u b e s .  T h e  
b l o o d  w a s  u s e d  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  b l o o d  s m e a r s .  T o t a l  
l e u k o c y t e  c o u n t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  a n  e l e c t r o n i c  c e l l  
c o u n t e r . 11 B l o o d  s m e a r s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  a  m o d i f i e d  
W r i g h t ' s  s t a i n . 1  A l l  b l o o d  s m e a r s  w e r e  e x a m i n e d  w i t h  an  
o i l  i m m e r s o n  l e n s  f o r  d i f f e r e n t i a l  c e l l  c o u n t s .  
A d d i t i o n a l l y ,  b l o o d  s m e a r s  w e r e  s t a i n e d  f o r  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  a f t e r  f i x a t i o n  f o r  6 0  s e c o n d s  i n  a  pH 6 . 1 6  f i x a t i v e  
c o m p o s e d  o f  : KH2 PO4 , 100  mg;  d i s t i l l e d  H 2 O ,  30  m l ;
a c e t o n e ,  45 m l ;  a n d  f o r m a l i n  ( 3 0 % ) ,  25  m l . ^ 3  
N o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n i n g  w a s  o b t a i n e d  b y  i n c u b a t i n g  
f i x e d  b l o o d  s m e a r s  i n  a  s o l u t i o n  c o m p o s e d  o f :  S o r e n s o n ' s
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  4 4 . 5  m l ;  h e x a z o t i z e d  p a r a r o s a n i l i n e , 0 . 2 5  
m l ;  a n d  a l p h a - n a p h t h y l  b u t y r a t e  s o l u t i o n ,  3 m l .  I n c u b a t i o n  
w a s  f o r  4 5  m i n u t e s  i n  a  3 7 ° C  w a t e r  b a t h .  S m e a r s  w e r e  w a s h e d  
i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  c o u n t e r  s t a i n e d  i n  a  0 . 5  p e r c e n t
9 S o r v a l l  P o r t e r - B l u m  M i c r o t o m e ,  I v a n  S o r v a l l  I n c o r p o r a t e d ,  
N e w t o w n ,  C o n n e c t i c u t  0 6 4 7 0 .
^ C o u l t e r  E l e c t r o n i c s  I n c o r p o r a t e d ,  H i a l e a h ,  F l o r i d a .  
xD i f f  Q u i k ,  A m e r i c a n  S c i e n f i c  P r o d u c t s ,  D i v i s i o n  o f  
A m e r i c a n  H o s p i t a l  S u p p l y  C o r p o r a t i o n ,  McGraw P a r k ,  I I .
m e t h y l  g r e e n  s o l u t i o n  f o r  1 m i n u t e .  S m e a r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  
3 t i m e s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e y  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  
c o v e r s l i p p e d . A l l  s m e a r s  w e r e  e x a m i n e d  w i t h  a n  o i l  
i m m e r s i o n  l e n s  f o r  d i f f e r e n t i a l  c e l l  c o u n t s  a n d  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  p o s i t i v e  ( m o n o c y t e s )  a n d  n e g a t i v e  c e l l s .
N e u t r o p h i l  P h a g o c y t o s i s  a n d  K i l l i n g  A s s a y  —  N e u t r o p h i l  
p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  a s s a y e d  by  
m o d i f i c a t i o n s  o f  P a n t a z i s '  m e t h o d ® ^  u s i n g  a c r i d i n e  
o r a n g e . 3 B l o o d  c o l l e c t e d  i n  EDTA w a s  w a s h e d  2 t i m e s  i n  
p h y s i o l o g i c  s a l i n e  a n d  o n c e  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n  
f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 00  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  
A p p r o x i m a t e l y  0 . 5  x 10® l e u k o c y t e s  ( i n  0 . 3  m l  o f  p e l l e t e d  
b l o o d )  w e r e  m i x e d  w i t h  30 x 10® b a c t e r i a  ( S ^  a u r e u s  S t r a i n  
520A o r  B_  ^ a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  s u s p e n d e d  i n  0 . 5  ml  o f  
p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n )  a n d  0 . 2  m l  s e r u m  ( a u t o l o g o u s  o r  
f e t a l  c a l f  s e r u m )  o r  0 . 2  ml  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  S i x  
a s s a y  m i x t u r e s  p r e p a r e d  o n  e a c h  s a m p l e  i n c l u d e d :  p e l l e t e d
b l o o d  a n d  B^ _ a b o r t u s  m i x e d  w i t h  1 ) a u t o l o g o u s  s e r u m ,  2 ) 
f e t a l  c a l f  s e r u m ,  3)  a n d  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n ,  a n d  
p e l l e t e d  b l o o d  a n d  S^_ a u r e u s  m i x e d  w i t h ,  4)  a u t o l o g o u s  
s e r u m ,  5)  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  a n d  6 ) p h y s i o l o g i c  G e y ' s  
s o l u t i o n .  T h e  6  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  60  m i n u t e s  i n  a  
3 7 ° C  w a t e r  b a t h  t h a t  r o t a t e d  2 00  r e v o l u t i o n s  p e r  m i n u t e .  
A f t e r  i n c u b a t i o n ,  a l l  t u b e s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  
4 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  A l l  s a m p l e s  w e r e  s t o r e d  a t
^ F i s h e r  S c i e n t i f i c  C o m p a n y ,  C h e m i c a l  M a n u f a c t u r i n g  
D i v i s i o n ,  F a i r  L a w n ,  New J e r s e y ,  0 7 4 1 0 .
4° C a n d  e x a m i n e d  w i t h i n  4 h o u r s .
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a  d r o p  o f  p e l l e t e d  
b l o o d  a n d  a  d r o p  o f  0 . 1 4  p e r c e n t  a c r i d i n e  o r a n g e  w e r e  a d d e d  
t o  a  c l e a n  g l a s s  s l i d e  a n d  c o v e r s l i p p e d .  C e l l s  w e r e  
e x a m i n e d  w i t h  a  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e . ^  T h e  63X a n d  t h e  
100X o i l  i m m e r s i o n  l e n s  a n d  a n  e p i f l u o r e s c e n t  l i g h t  s o u r c e  
w i t h  a  510mm f i l t e r  w e r e  u s e d  t o  e x a m i n e  w e t  m o u n t s .  T h r e e  
r e p l i c a t e s  o f  1 0 0  l e u k o c y t e s  w e r e  c o u n t e d  f o r  e a c h  a s s a y  
m i x t u r e .  N e u t r o p h i l s  t h a t  i n g e s t e d  1 o r  m o r e  b a c t e r i a l  
o r g a n i s m s  w e r e  c o n s i d e r e d  p h a g o c y t i c .  N e u t r o p h i l s  t h a t
c o n t a i n e d  1 o r  m o r e  d e a d  ( r e d )  b a c t e r i a l  o r g a n i s m s  w e r e
c o u n t e d  a s  n e u t r o p h i l s  w h i c h  h a d  k i l l e d  b a c t e r i a .
C a l c u l a t i o n s  o f  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  
o b t a i n e d  u s i n g  t h e  f o r m u l a s :
n e u t r o p h i l s  i n g e s t i n g
P h a g o c y t o s i s  % __ 1 o r  m o r e  o r g a n i s m s _ X 100
t o t a l  n e u t r o p h i l s  c o u n t e d
K i l l i n g  % n e u t r o p h i l s  c o n t a i n i n g
1 o r  m o r e  d e a d  o r g a n i s m s  X 100
t o t a l  n e u t r o p h i l s  i n g e s t i n g  b a c t e r i a
C o r t i s o l  A s s a y  —  T h e  C o a t - A - C o u n t  K i t ^  w a s  u s e d  t o  
a s s a y  f e t a l  s e r u m  c o r t i s o l  l e v e l s .  T h e  k i t  c o n t a i n e d  
a n t i c o r t i s o l  a n t i b o d y  c o a t e d  t u b e s ,  b u f f e r e d  1 ^ 2 5  
l a b e l e d  c o r t i s o l ,  l o g i t  l o g  g r a p h  p a p e r  a n d  c o r t i s o l
^ C a r l  Z e i s s ,  D7 80 2  O b e r k o c h e n ,  W e s t  G e r m a n y .
^ - D i a g n o s t i c  P r o d u c t s  C o r p o r a t i o n ,  5 7 0 0  W e s t  9 6 t h  S t r e e t ,
L o s  A n g e l e s ,  C a l i f o r n i a  9 0 0 4 5 .
c a l i b r a t o r s  ( 6  v i a l s ,  A - F ) .  A c o r t i s o l  c a l i b r a t i o n  c u r v e  
w a s  d e v e l o p e d  u s i n g  h u m a n  s e r u m .  T h e  s a m p l e s  u s e d  f o r  
s t a n d a r d i z a t i o n  c o n t a i n e d  0 ,  1 ,  5 ,  1 0 ,  20 a n d  50  ug  
c o r t i s o l / d l .
I n  t h i s  c o r t i s o l  a s s a y ,  1 ^ 2 5  c o r t i s o l  c o m p e t e s  f o r  
s i t e s  o n  c o r t i s o l  s p e c i f i c  a n t i b o d y  i m m o b o l i z e d  t o  t h e  w a l l s  
o f  p o l y p r o p y l e n e  t u b e s .  A n e g a t i v e  c o n t r o l  w i t h  p l a i n  t u b e s  
a n d  a  p o s i t i v e  c o n t r o l  w i t h  a n t i c o r t i s o l  a n t i b o d y  w e r e  u s e d  
i n  t h i s  t e s t .  T w e n t y - f i v e  u l  o f  t h e  z e r o  c o r t i s o l  l e v e l  w a s  
a d d e d  t o  c o r t i s o l  a n t i b o d y  c o a t e d  t u b e s  ( ma x i m u m  b i n d i n g  
t u b e )  a n d  t o  p l a i n  t u b e s .  T w e n t y - f i v e  u l  o f  e a c h  r e m a i n i n g  
s t a n d a r d  a n d  2 5  u l  o f  f e t a l  s h e e p  s e r u m  w e r e  a d d e d  t o  
c o r t i s o l  a n t i b o d y  c o a t e d  t u b e s .  O n e  ml  o f  1 ^ 2 5  c o r t i s o l  
w a s  a d d e d  t o  e a c h  t u b e .  A l l  t u b e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  45 
m i n u t e s  a t  3 7 ° C .  A l l  t u b e s  w e r e  i n v e r t e d  f o r  2 - 3  m i n u t e s  t o  
a l l o w  d r a i n i n g .  A l l  t u b e s  w e r e  c o u n t e d  i n  a  gamma 
c o u n t e r ™  f o r  1 m i n u t e .
T h e  p e r c e n t  b o u n d  c o r t i s o l  w a s  d e t e r m i n e d  b y  t h e  
f o r m u l a :
P e r c e n t  b o u n d  = n e t  c o u n t  x 100
n e t  ma x i mum b o u n d  c o u n t
T h e  p e r c e n t  b o u n d  w a s  p l o t t e d  o n  t h e  v e r t i c a l  a x i s  o f  t h e
l o g i t  l o g  p a p e r  a g a i n s t  c o r t i s o l  c o n c e n t r a t i o n s  o n  t h e
h o r i z o n t a l  a x i s  f o r  e a c h  o f  t h e  c a l i b r a t o r s  ( B - F ) .  A
mS e a r l e  A n a l y t i c  I n c o r p o r a t e d ,  2 0 0  N u c l e a r  D r i v e ,  D e s  
P l a i n e s ,  I l l i n o i s  6 0 0 1 8 .
s t r a i g h t  l i n e  w a s  d r a w n  t h r o u g h  t h e  5 p o i n t s .  F e t a l  s e r u m  
c o r t i s o l  c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  e s t i m a t e d  b y  l i n e  
i n t e r p o l a t i o n .
I m m u n o g l o b u l i n  D e t e r m i n a t i o n s  —  I m m u n o g l o b u l i n  l e v e l s ,  
I g M ,  IgG-|  , a n d  I g G 2  w e r e  a s s a y e d  b y  t h e  M a n c i n i  
t e c h n i q u e . 85 S p e c i f i c  a n t i b o v i n e  IgM w a s  p r o d u c e d  i n  
r a b b i t s .  I t  w a s  a f f i n i t y  c o l u m n  p u r i f i e d .  A n t i b o v i n e  
IgG-|  a n d  I g G 2  w e r e  p r o d u c e d  i n  r a b b i t s . n
S e r o l o g y  -  T h e  e n z y m e - l i n k e d  i m m u n o s o r b e n t  a s s a y  
( E L I S A )  a n d  a n  i s o t y p e  s p e c i f i c  E L I S A  f o r  IgM c l a s s  
a n t i b o d y ,  b o t h  w i t h  a b o r t u s  a n t i g e n  w e r e  
p e r f o r m e d . ^ '  8  rp^g j g M EL ISA h a d  an  a f f i n i t y  c o l u m n  
p u r i f i e d  s p e c i f i c  a n t i b o v i n e  IgM p r o d u c e d  i n  r a b b i t s .  I n  
t h e  E L I S A ,  r a b b i t  a n t i b o v i n e  IgG-) a n d  I g G 2  w e r e  
u s e d . n
T h e  c a r d  ( b u f f e r e d  b r u c e l l a  a n t i g e n ) ^  a n d  t h e  
c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  w e r e  a l s o  u s e d  t o  d e t e c t  b r u c e l l a  
s p e c i f i c  a n t i b o d i e s . ^ ' 6 1
R e s u l t s
A n i m a l s  —  A f t e r  f e t a l  i n o c u l a t i o n  w i t h  a b o r t u s  m o s t  
e w e s  r e m a i n e d  i n  g o o d  h e a l t h  a n d  c l i n i c a l l y  n o r m a l .  When 
t w i n  JB^ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  1 43  ( 1 )  a n d  1 43  ( 2 )  w e r e  
c o l l e c t e d  t h e  e w e  w a s  s e v e r e l y  d e p r e s s e d  a n d  r e c u m b e n t .  A t
n P e r f o r m e d  by  D r .  K l a u s  N i e l s e n ,  T e x a s  A&M U n i v e r s i t y .
t h e  t i m e  o f  c o l l e c t i o n ,  f e t u s e s  w e r e  v i a b l e ,  d e a d  o r  h a d  
b e e n  b o r n  a l i v e  ( T a b l e  1 ) .
C u l t u r e  —  I n  a l l  B_;_ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s ,  B.  
a b o r t u s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a l l  c u l t u r e d  t i s s u e s ,  l y m p h  n o d e ,  
s p l e e n ,  k i d n e y ,  l i v e r ,  l u n g ,  b l o o d ,  a b o m a s a l  a n d  a m n i o n i c  
f l u i d .  A l l  u n i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  B^ _ a b o r t u s  c u l t u r e  
n e g a t i v e .
P a t h o l o g y  —  M a c r o s c o p i c  p a t h o l o g i c  a l t e r a t i o n s  w e r e  
n o t  o b s e r v e d  i n  n o n i n f e c t e d  f e t u s e s .  A l l  n o n i n f e c t e d  
f e t u s e s  h a d  w e t ,  g l i s t e n i n g  o r g a n s .  T h e  l u n g s  w e r e  f i r m  a n d  
b r i g h t  r e d  ( F i g  1 ) .  T h e  p l e u r a  o f  t h e  l u n g  w a s  t r a n s p a r e n t .
G r o s s  l e s i o n s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  1 .
G r o s s  l e s i o n s  i n  t h e  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  
d a y  2  f e t u s  w e r e  l i m i t e d  t o  t h e  l u n g s  a n d  c e r v i c a l  l y m p h  
n o d e s .  T h e  l u n g  p l e u r a  w a s  s l i g h t l y  t h i c k e n e d  a n d  p a l e  
w h i t e .  P l e u r a l  b l o o d  v e s s e l s  a n d  l y m p h a t i c s  w e r e  p r o m i n e n t  
a n d  t h e r e  w a s  s l i g h t  p e r i v a s c u l a r  e d e m a .  T h e  c e r v i c a l  l y m p h  
n o d e s  w e r e  s l i g h t l y  e n l a r g e d .
S i m i l a r  g r o s s  l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  a l l  3 B ^  a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s e s  a t  P I  d a y  3 .  I n  a l l  3 f e t u s e s ,  g r o s s  
l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l u n g s  a n d  l y m p h  n o d e s .  T h e  l u n g  
p l e u r a  w a s  p a l e  w h i t e  w i t h  p r o m i n e n t  b l o o d  v e s s e l s  a n d  
l y m p h a t i c  v e s s e l s .  T h e s e  p r o m i n e n t  v e s s e l s  w e r e  
c i r c u m s c r i b e d  b y  a  w h i t e  o p a q u e  f l u i d  ( e d e m a )  ( F i g  2 ) .  
S e v e r a l  2 - 3  mm h e m o r r h a g i c  f o c i  w e r e  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  
t h r o u g h o u t  t h e  l u n g  p l e u r a .  T h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  w e r e
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T a b l e  1 -  E x p e r i m e n t a l  c o l l e c t i o n  s c h e d u l e  f o r  f e t a l  
i n o c u l a t i o n  w i t h  JB^ a b o r t u s  a n d  c o n d i t i o n  a t  t i m e  o f  
c o l l e c t i o n .
F e t u s  N u m b e r C o l l e c t i o n - d a t e  C o l l e c t i o n  
( d a y  p o s t i n o c u l a t i o n )  S t a t u s
N o n i n o c u l a t e d  F e t u s e s
114 0 v i a b l e
5 60 0 v i a b l e
S a l i n e  I n o c u l a t e d F e t u s e s
5 4 - 1 1 0 4 v i a b l e
8 5 - 1 1 0 - 1 8 v i a b l e
8 5 - 1 1 0 - 2 8 v i a b l e
B r u c e l l a  a b o r t u s  I n f e c t e d  F e t u s e s
148 1 v i a b l e
4 2 6 2 v i a b l e
1 6 3 - 1 3 v i a b l e
1 6 3 - 2 3 v i a b l e
161 3 d e a d  ( f r e s h )
5 2 6 - 1 4 v i a b l e
5 2 6 - 2 4 v i a b l e
1 4 3 - 1 6 d e a d  ( f r e s h )
1 4 3 - 2 6 d e a d  ( f r e s h )
2 4 3 - 1 6 d e a d  ( a u t o l y t i c )
2 4 3 - 2 6 d e a d  ( a u t o l y t i c )
6 6 6 6 b o r n  a l i v e
F i g  1 —  L u n g  f r o m  a  s a l i n e  i n o c u l a t e d  f e t u s  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  4 .
F i g  2 —  L u n g  f r o m  a  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  3 .  B l o o d  v e s s e l s  a r e  p r o m i n e n t  a n d  
t h e r e  i s  m o d e r a t e  p e r i v a s c u l a r  e d e m a .  P e t e c h i a l  h e m o r r h a g i c  
a r e a s  a r e  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  l u n g s .
s l i g h t l y  e n l a r g e d .
I n  t h e  t w i n  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  a t  P I  d a y  4 ,  
t h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  w e r e  m o d e r a t e l y  e n l a r g e d .  I n  t h e  
l u n g s  o f  f e t u s  5 2 6 - 2 ,  t h e r e  w e r e  m u l t i p l e  1 - 2  mm, r a n d o m l y  
d i s t r i b u t e d  w h i t e  f o c i .  T h e s e  f o c i  e x t e n d e d  i n t o  t h e  l u n g  
p a r e n c h y m a .  G r o s s  l e s i o n s  w e r e  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  l u n g s  o f  
f e t u s  5 2 6 - 1 .
I n  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  a t  P I  d a y  6  ( 1 4 3 - 1  a n d  
1 4 3 - 2 )  t h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  w e r e  m o d e r a t e l y  e n l a r g e d  a n d  
t h e r e  w e r e  a  v a r i e t y  o f  l u n g  a n d  a b d o m i n a l  o r g a n  c h a n g e s .
I n  t h e s e  f e t u s e s  t h e r e  w a s  m o d e r a t e  t o  s e v e r e  s u b c u t a n e o u s  
e d e m a .  T h e  t h o r a c i c  a n d  a b d o m i n a l  c a v i t i e s  w e r e  f i l l e d  w i t h  
a  r e d  t i n g e d  w a t e r y  f l u i d .  A b d o m i n a l  a n d  t h o r a c i c  o r g a n s  
w e r e  c o v e r e d  w i t h  a  f i b r i l l a r ,  w h i t e  m a t e r i a l  ( f i b r i n )  ( F i g  
3 ) .  T h e r e  w e r e  f i b r i n  a d h e s i o n s  b e t w e e n  a b d o m i n a l  o r g a n s ,  
a b d o m i n a l  o r g a n s  a n d  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  a n d  b e t w e e n  t h e  l u n g  
a n d  t h e  t h o r a c i c  w a l l  ( F i g  4 ) .  I n  t h e  o t h e r  a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  6  ( 6 6 6 ) ,  g r o s s  l e s i o n s  w e r e  l i m i t e d  
t o  t h e  l u n g s  a n d  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e s .  T h e  l u n g s  h a d  
s e v e r a l  3 - 5  cm d a r k  r e d ,  f i r m  a r e a s .  T h e s e  a r e a s  w e r e  
c o n s o l i d a t e d  a n d  s a n k  i n  f o r m a l i n .  F e t u s e s  2 4 3 - 1  a n d  2 4 3 - 2  
w e r e  e x t r e m e l y  a u t o l y z e d .  M a c r o s c o p i c  l e s i o n s  w e r e  n o t  
d i s c e r n i b l e  i n  t h e s e  f e t u s e s .
T h e  l u n g s ,  l y m p h  n o d e ,  t h y m u s ,  s p l e e n ,  k i d n e y ,  l i v e r  
a n d  a d r e n a l  g l a n d s  o f  e a c h  f e t u s  w e r e  e v a l u a t e d  
m i c r o s c o p i c a l l y .  S i g n i f i c a n t  l e s i o n s  i n  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l u n g s  a n d  l y m p h o i d  o r g a n s .
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F i g  3 —  A b d o m i n a l  a n d  t h o r a c i c  f i b r i n  c o v e r e d  o r g a n s  f r o m  a  
B .  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  6 .
J J
F i g  4 —  F i b r i n  a d h e s i o n s  b e t w e e n  t h e  l i v e r  a n d  s m a l l  
i n t e s t i n e  f r o m  a  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  6 .
I n  n o n - i n f e c t e d  f e t u s e s ,  t h e  p u l m o n a r y  a l v e o l a r  w a l l s  
w e r e  1 - 3  c e l l  l a y e r s  t h i c k  ( F i g  5 ) .  A f e w  m o n o n u c l e a r  a n d  
s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s  
c i r c u m s c r i b e d  a  f e w  i n t e r l o b u l a r  b l o o d  v e s s e l s .  O c c a s i o n a l  
m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s  w e r e  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  a l v e o l a r  
s e p t a l  w a l l .
C e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  w e r e  s l i g h t l y  c e l l u l a r .  T h e  
c o r t i c e s  w e r e  t h i n  w i t h  a  f e w  d i f f u s e l y  d i s t r i b u t e d  
l y m p h o c y t e s  a n d  f o c a l  d e n s e  a c c u m u l a t i o n s  o f  l y m p h o c y t e s .  
M e d u l l a r y  c o r d s  w e r e  p o p u l a t e d  b y  p r e d o m i n a t e l y  l y m p h o c y t e s ,  
f o c a l  a c c u m u l a t i o n s  o f  m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  
w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s ,  f o c i  o f  n e u t r o p h i l s  i n  
d i f f e r e n t  m a t u r a t i o n a l  s t a g e s  a n d  o c c a s i o n a l  e x t r a m e d u l l a r y  
h e m a t o p o e t i c  f o c i .  S i n u s e s  c o n t a i n e d  a  f e w  f o a m y  
m a c r o p h a g e s ,  l y m p h o c y t e s ,  o c c a s i o n a l  n e u t r o p h i l s  a n d  
m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s  ( F i g  6 ) .
T h e  t h y m i c  c o r t i c e s  w e r e  d e n s e l y  c e l l u l a r  a n d  t h e  
m e d u l l a  a n d  t r a b e c u l a r  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o n t a i n e d  a  f e w  
m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s .  I n  t h e  s p l e e n  t h e r e  w e r e  a  f e w  t o  m o d e r a t e  
n u m b e r s  o f  d i f f u s e l y  d i s t r i b u t e d  e x t r a m e d u l l a r y  h e m a t o p o e t i c  
f o c i  a n d  c e n t r a l  v e i n s  w e r e  c i r c u m s c r i b e d  by  a  t h i n ,  
m o d e r a t e l y  d e n s e  p o p u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s .  M o d e r a t e  
n u m b e r s  o f  d i f f u s e l y  d i s t r i b u t e d  e x t r a m e d u l l a r y  h e m a t o p o e t i c  
f o c i  w e r e  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d .
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F i g  5 —  L u n g s  f r o m  a  c o n t r o l  f e t u s .  A l v e o l a r  w a l l s  
( a r r o w s )  a r e  t h i n ,  1 - 3  c e l l  l a y e r s  t h i c k .  H & E s t a i n s ;  X 
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F i g  6  —  Lymph n o d e  f r o m  a  c o n t r o l  f e t u s .  T h e  s i n u s e s  
( a r r o w s )  a r e  s p a r s e l y  p o p u l a t e d  b y  a  f e w  m a c r o p h a g e s  a n d  
n e u t r o p h i l s .  H & E s t a i n ;  X 1 6 0 .
I n  t h e  l u n g s  o f  t h e  B_j_ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  
1 , t h e r e  w a s  m i l d  t o  m o d e r a t e  i n t e r l o b u l a r  e d e m a .
M o d e r a t e l y  i n c r e a s e d  n u m b e r s  o f  i n t e r l o b u l a r  p e r i v a s c u l a r  
s p a c e s  c o n t a i n e d  a  f e w  m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  g l o b u l a r  
l e u k o c y t e s .  A l v e o l a r  w a l l s  a n d  a l v e o l a r  b l o o d  v e s s e l s  
c o n t a i n e d  a  f e w  n e u t r o p h i l s  a n d  a  f e w  m o n o n u c l e a r  a n d  
s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s .
T h e  t h y m i c  m e d u l l a  c o n t a i n e d  m o d e r a t e l y  i n c r e a s e d  
n u m b e r s  o f  m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  
e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s  a n d  i n t e r l o b u l a r  t r a b e c u l a e  w e r e  
s l i g h t l y  e d e m a t o u s .  F o c a l  i n t e r l o b u l a r  l e u k o c y t i c  
a c c u m u l a t i o n s  w e r e  c o m p r i s e d  o f  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  
m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s  a n d  a  f e w  b a n d  a n d  m a t u r e  n e u t r o p h i l s .
T h e  s m a l l  b l o o d  v e s s e l s  i n  t h e  k i d n e y  c o n t a i n e d  a  f ew  
n e u t r o p h i l s .  M i c r o s c o p i c  l e s i o n s  w e r e  n o t  p r e s e n t  i n  t h e  
s p l e e n ,  l i v e r ,  a d r e n a l  g l a n d ,  a n d  t h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e .
I n  l u n g  p e r i b r o n c h i o l a r  a r e a s  o f  t h e  B_;_ a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  2 ,  a l v e o l a r  w a l l s  w e r e  m o d e r a t e l y  
t h i c k e n e d  a n d  i n t e r l o b u l a r  t r a b e c u l a e  w e r e  m o d e r a t e l y  
e d e m a t o u s  w i t h  d i s t e n d e d  l y m p h a t i c s  a n d  a  f e w  w i d e l y  
d i s t r i b u t e d  n e u t r o p h i l s  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  
e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s .  A l v e o l a r  w a l l  t h i c k e n i n g  w a s  
p r i n c i p a l l y  d u e  t o  l a r g e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  w i t h  s c a n t  
c y t o p l a s m  a n d  v e s i c u l a r  n u c l e i  ( F i g  7 ) .  O c c a s i o n a l  
n e u t r o p h i l s  a n d  a  s m a l l  a m o u n t  o f  g r a n u l a r  e o s i n o p h i l i c  
m a t e r i a l  ( m e c o n i u m )  w e r e  p r e s e n t  i n  a  f e w  a l v e o l i .
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F i g  7 —  L u n g  f r o m  a  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  2 .  A l v e o l a r  w a l l s  ( a r r o w s )  a r e  
m o d e r a t e l y  t h i c k e n e d  b y  l a r g e  m o n o n u c l e a r  c e l l s .  H & E 
s t a i n ;  X 1 6 0 .
I n  t h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  t h e r e  w a s  m o d e r a t e  i n c r e a s e d  
c e l l u l a r i t y .  T h e  c o r t e x  w a s  m o d e r a t e l y  t h i c k e n e d  by  d e n s e  
a c c u m u l a t i o n s  o f  l y m p h o c y t e s  a n d  m o d e r a t e l y  c e l l u l a r  
p o p u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s .  S i n u s e s  c o n t a i n e d  m o d e r a t e  
n u m b e r s  o f  l a r g e  f o a m y  m a c r o p h a g e s .  M o d e r a t e l y  i n c r e a s e d  
n u m b e r s  o f  m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  g l o b u l a r  l e u k o c y t e s  a n d  
m a t u r e  n e u t r o p h i l s  p o p u l a t e d  t h e  m e d u l l a r y  c o r d s .
H i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e  t h y m u s  a n d  t h e  k i d n e y  w e r e  
s i m i l a r  t o  h i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e  t h y m u s  a n d  k i d n e y  f r o m  
t h e  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  1 .  I n  t h e  s p l e e n ,  
t h e r e  w e r e  d e n s e  a c c u m u l a t i o n s  o f  l y m p h o c y t e s  a n d  m o d e r a t e  
n u m b e r s  o f  d i f f u s e l y  d i s t r i b u t e d  n e u t r o p h i l s .  No 
s i g n i f i c a n t  l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l i v e r  a n d  a d r e n a l  
g l a n d .
I n  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  a t  P I  d a y  3 ,  m i c r o s c o p i c  
l u n g  l e s i o n s  w e r e  s i m i l a r  t o  m i c r o s c o p i c  l u n g  l e s i o n s  i n  t h e  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  2 .
T h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  h i s t o l o g i c  l e s i o n s  w e r e  s i m i l a r  
t o  b u t  w e r e  m o r e  s e v e r e  t h a n  h i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e  P I  
d a y  2 c e r v i c a l  l y m p h  n o d e .  I n  f e t u s e s  8 5 - 1 1 6  a n d  8 5 - 1 6 3 - 1 ,  
t h e  s i n u s e s  w e r e  f i l l e d  w i t h  l a r g e  m a c r o p h a g e s  w i t h  a b u n d a n t  
e o s i n o p h i l i c  c y t o p l a s m  ( F i g  8 ) .  Many o f  t h e s e  m a c r o p h a g e s  
c o n t a i n  e r y t h r o c y t e s  ( e r y t h r o p h a g o c y t o s i s ) .
I n  t h y m i c  c o r t i c e s ,  t h e r e  w a s  m o d e r a t e  d e c r e a s e d  
c e l l u l a r i t y .  O t h e r  t h y m i c  c h a n g e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h y m i c  
c h a n g e s  i n  t h e  P I  d a y  1 f e t u s .  K i d n e y  a n d  s p l e e n  c h a n g e s  
w e r e  s i m i l a r  t o  c h a n g e s  i n  t h e  B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t
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F i g  8 -  Lymph  n o d e  f r o m  a  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  3 .  M e d u l l a r y  s i n u s e s  a r e  f i l l e d  w i t h  
f o a m y  m a c r o p h a g e s  ( a r r o w s ) .  H & E s t a i n ;  X 1 6 0 .
P I  d a y  2 .  No s i g n i f i c a n t  l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l i v e r  
a n d  a d r e n a l  g l a n d .
I n  t h e  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  4 ,  f e t u s  
5 2 6 - 1 ,  h i s t o l o g i c  p u l m o n a r y  l e s i o n s  w e r e  s i m i l a r  t o  l u n g  
h i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  
d a y  2 .  L u n g  c h a n g e s  i n  5 2 6 - 2  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  
p e r i b r o n c h i o l a r  i n f l a m m a t i o n  ( F i g  9 ) .  I n  m u l t i f o c a l  t o  
c o n f l u e n t  a r e a s ,  p e r i b r o n c h i o l a r  a l v e o l i  w e r e  f i l l e d  w i t h  
m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  n e u t r o p h i l s  a n d  a  f e w  m o n o n u c l e a r  c e l l s  
w i t h  l a r g e  v e s i c u l a r  n u c l e i  ( F i g  1 0 ) .  M e c o n i u m  w a s  p r e s e n t  
i n  a  f e w  o f  t h e s e  a l v e o l i .  A l v e o l a r  w a l l s  w e r e  m o d e r a t e l y  
t h i c k e n e d  b y  l a r g e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  w i t h  l a r g e  v e s i c u l a r  
n u c l e i  a n d  s c a n t  c y t o p l a s m .
H i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e ,  t h y m u s ,  
s p l e e n  a n d  k i d n e y  w e r e  s i m i l a r  t o  h i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  
t h e s e  o r g a n s  i n  f e t u s  8 5 - 1 6 3 ,  a  JB^ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  
P I  d a y  3 .  No s i g n i f i c a n t  l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l i v e r  
a n d  a d r e n a l  g l a n d .
I n  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  a t  P I  d a y  6 ,  ( f e t u s  
1 4 3 - 1  a n d  f e t u s  1 4 3 - 2 ) ,  m i c r o s c o p i c  l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  
a l l  o r g a n s  e x a m i n e d  e x c e p t  t h e  l i v e r .  I n  t h e  l u n g s ,  t h e  
p l e u r a ,  i n t e r l o b u l a r  s e p t a e  a n d  a l v e o l a r  w a l l s  w e r e  
m o d e r a t e l y  t h i c k e n e d  a n d  t h e r e  w e r e  f o c a l l y  c o l l a p s e d  a r e a s .  
T h e  p l e u r a  a n d  i n t e r l o b u l a r  s e p t a e  w e r e  d i f f u s e l y  e d e m a t o u s  
a n d  c o n g e s t e d  w i t h  m u l t i p l e  h e m o r r h a g i c  f o c i .  A m o d e r a t e  
a m o u n t  o f  f i b r i n ,  a  f e w  m a c r o p h a g e s  a n d  l y m p h o c y t e s  a n d  a  
f e w  n e u t r o p h i l s  w e r e  d i f f u s e l y  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e
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F i g  9 —  L u n g  f r o m  a  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  4 .  
B r o n c h i o l e s  a n d  a l v e o l i  a r e  f i l l e d  w i t h  n e u t r o p h i l s  a n d  
m a c r o p h a g e s .  H & E s t a i n ;  X 1 6 0 .
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F i g  10 —  L u n g  f r o m  a  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  4 .  
A l v e o l i  c o n t a i n  l a r g e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  s u r r o u n d e d  b y  
m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  n e u t r o p h i l s .  H & E s t a i n ;  X 4 0 0 .
s e r o s a  a n d  i n t e r l o b u l a r  s e p t a e .  A l v e o l a r  w a l l s  w e r e  2 - 5  
l a y e r s  t h i c k  a n d  a l v e o l i  w e r e  c o l l a p s e d  i n  a  f e w  a r e a s .  
A l v e o l a r  w a l l  t h i c k e n i n g  w a s  d u e  t o  l a r g e  r o u n d  c e l l s  w i t h  
l a r g e  v e s i c u l a r  n u c l e i ,  a  f e w  n e u t r o p h i l s  a n d  o c c a s i o n a l  
m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s .  M e c o n i u m  a n d  a  f e w  n e u t r o p h i l s  a n d  m a c r o p h a g e s  
w e r e  p r e s e n t  i n  a  f e w  a l v e o l i .  M i c r o s c o p i c  l u n g  l e s i o n s  o f  
f e t u s  6 6 6  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  m o d e r a t e  t o  s e v e r e  
b r o n c h o p n e u m o n i a .  P e r i b r o n c h i o l a r  a l v e o l i  w e r e  f i l l e d  w i t h  
n e u t r o p h i l s  a n d  m a c r o p h a g e s ,  a n d  a  f e w  c o n t a i n e d  m e c o n i u m .
I n  a  f e w  p e r i b r o n c h i o l a r  a r e a s ,  a l v e o l i  w e r e  c o l l a p s e d .
C e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  w e r e  h y p e r c e l l u l a r . C o r t i c e s  w e r e  
m o d e r a t e l y  t h i c k e n e d  b y  a  d e n s e  p o p u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s .
A f e w  p r i m a r y  f o l l i c l e s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  l y m p h  n o d e  f r o m  
f e t u s  8 5 - 1 4 3 - 2  ( F i g  1 1 ) .  S i n u s e s  w e r e  f i l l e d  w i t h  l a r g e  
f o a m y  m a c r o p h a g e s  a n d  a  f e w  l y m p h o c y t e s .  P r e d o m i n a t e l y  
l y m p h o c y t e s ,  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  m o n o n u c l e a r ,  b a n d  a n d  
s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s  
p o p u l a t e d  m e d u l l a r y  c o r d s .
T h e  s m a l l  i n t e s t i n a l  s e r o s a  was  m a r k e d l y  t h i c k e n e d  by  
e d e m a  f l u i d ,  f i b r i n  a n d  a  f e w  l y m p h o c y t e s  a n d  m a c r o p h a g e s .  
H i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e  t h y m u s ,  s p l e e n ,  a n d  k i d n e y  w e r e  
s i m i l a r  t o  h i s t o l o g i c  l e s i o n s  i n  t h e s e  o r g a n s  i n  f e t u s  
8 5 - 1 6 3 ,  a  P I  d a y  3 f e t u s .  T h e  a d r e n a l  g l a n d  w a s  n o t  
e v a l u a t e d  h i s t o l o g i c a l l y .
B e c a u s e  o f  a d v a n c e d  a u t o l y s i s ,  t i s s u e s  f r o m  B^ _ a b o r t u s  
i n f e c t e d  P I  d a y  6 f e t u s e s  2 4 3 - 1  a n d  2 4 3 - 2  w e r e  n o t  p r o c e s s e d
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F i g  11 —  Lymph n o d e  f r o m  a  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  
p o s t i n o c u l a t i o n  d a y  6 .  T h e r e  i s  a  d e n s e l y  c e l l u l a r  c o r t e x  
a n d  a  p r i m a r y  f o l l i c l e  ( F ) .  H & E s t a i n ;  X 1 6 0 .
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f o r  h i s t o l o g i c  e v a l u a t i o n .
H e m a t o l o g y  —  T h e  m e a n  p e r c e n t a g e  o f  l y m p h o c y t e s  was  
m a r k e d l y  l o w e r  a n d  t h e  m e a n  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  w a s  
m a r k e d l y  h i g h e r  i n  B^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a n  i n  
u n i n f e c t e d  f e t u s e s  ( T a b l e  2 ) .  A l e f t  s h i f t  o f  n e u t r o p h i l s  
w i t h  m o n o c y t o s i s  w a s  p r e s e n t  i n  b o t h  a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  a t  P I  d a y  4 .
T h e  a b s o l u t e  c e l l  c o u n t s  f o r  n e u t r o p h i l s ,  b a n d  
n e u t r o p h i l s ,  l y m p h o c y t e s ,  m o n o c y t e s  a n d  e o s i n o p h i l s  w e r e  
c a l c u l a t e d  ( T a b l e  3 ) .  T h e  t o t a l  n u m b e r  o f  l e u k o c y t e s  i n  t h e  
5 v i a b l e  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  6 v i a b l e  a b o r t u s
i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  c o m p a r e d  ( F i g  1 2 ) .  I n  t h e  B_  ^ a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  1 ,  t h e r e  w a s  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  
u n i n f e c t e d  c o n t r o l s ,  a  m a r k e d  i n c r e a s e d  i n  t o t a l  l e u k o c y t e  
n u m b e r s .  T h e  l e u k o c y t e  t o t a l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  a t  P I  d a y s  2 ,  3 ,  a n d  4 g r a d u a l l y  d e c l i n e d .  I n  t h e  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  6 ( f e t u s  6 6 6 ,  b l o o d  
s a m p l e  c o l l e c t e d  2 h o u r s  a f t e r  b i r t h ) ,  t h e  t o t a l  l e u k o c y t e  
c o u n t  w a s  m a r k e d l y  e l e v a t e d .
I n  iLi. a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s ,  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  
n e u t r o p h i l s  w e r e  m a r k e d l y  e l e v a t e d  ( F i g  1 3 ) .  T h e  t o t a l  
n u m b e r  o f  l y m p h o c y t e s  ( e x c e p t  i n  f e t u s  6 6 6 )  w e r e  
c o n s i s t e n t l y  l o w e r  i n  B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a n  i n  
u n i n f e c t e d  f e t u s e s  ( F i g  1 4 ) .  T o t a l  m o n o c y t e  n u m b e r s  w e r e  
s i m i l a r  i n  u n i n f e c t e d  f e t u s e s  a n d  Ek_ a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  ( F i g  1 5 )  e x c e p t  a t  P I  d a y  4 .
W i t h  t h e  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n ,  m o n o c y t e s  s t a i n e d
Table 2 - Blood leukograms from viable noninfected
and B. abortus infected ovine fetuses.
F e t u s  N u m b e r P I  D a y s *
L e u k o c y t e  d i f f e r e n t i a l  
( p e r c e n t a g e )
T o t a l  
x1 o V u l
L S B M E
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s
56 0 83 11 0 4 2 4 . 4
114 0 82 14 1 4 3 to •
5 4 - 1 1 0 4 87 10 0 1 2 2 . 7
8 5 - 1 1 0 - 1 8 83 1 2 0 3 2 2 . 7
8 5 - 1 1 0 - 2 8 83 15 0 2 0 2 .6
B.  a b o r t u s
i n f e c t e d
8 5 - 1 4 8 1 27 70 0 2 0 5 . 5
4 2 6 2 55 44 0 1 0 4 . 0
8 5 - 1 1 6 3 8 89 0 3 0 3 . 7
5 2 6 - 1 4 25 62 4 9 0 1 . 7
5 2 6 - 2 4 32 51 10 8 0 2 . 5
666 6 53 46 0 1 0 7 . 1
* P I  D a y s  = T i m e  o f  f e t u s  c o l l e c t i o n  i n  d a y s  
p o s t i n o c u l a t i o n
# L = l y m p h o c y t e s ,  S = m a t u r e  n e u t r o p h i l s ,  B = b a n d  
n e u t r o p h i l s ,  M = m o n o c y t e s ,  E = e o s i n o p h i l s
Table 3 - Total blood leukocyte counts from viable
noninfected and B. abortus infected ovine fetuses
F e t u s  N u m b e r P I  D a y s *
L e u k o c y t e  d i f f e r e n t i a l  
x I O ^ u l
L S B M E
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s
56 0 3 . 3 2 0 . 4 4 0 . 0 0  0 . 1 6 0 . 0 8
114 0 2 .0 0 0 . 3 3 0 . 0 0  0 . 0 7 0 . 0 2
5 4 - 1 1 0 4 2 . 3 4 0 . 0 3 0 . 0 0  0 . 0 3 0 . 0 5
8 5 - 1 1 0 - 1 8 2 .1 2 0 . 3 9 0 . 0 0  0 . 0 5 0 . 0 0
8 5 - 1 1 0 - 2 8 2 . 2 4 0 . 3 2 0 . 0 0  0 . 0 8 0 . 0 5
B.  a b o r t u s
i n f e c t e d
8 5 - 1 4 8 1 1 . 5 0 3 . 8 5 0 .0 0  0 . 1 1 0 .0 0
4 2 6 2 1 . 7 6 2 .2 0 0 . 0 0  0 . 0 4 0 .0 0
8 5 - 1 1 6 3 0 . 2 9 3 . 3 0 0 .0 0  0 . 1 1 0 . 0 0
5 2 6 - 1 4 0 . 4 3 1 . 0 5 0 . 0 7  0 . 1 5 0 .0 0
5 2 6 - 2 4 0 . 8 0 1 . 2 7 0 . 2 5  0 . 2 0 0 .0 0
6 6 6 6 3 . 0 5 3 . 7 6 0 . 0 0  0 . 2 9 0 .0 0
* P I  D a y s  = T i m e  o f  b l o o d  c o l l e c t i o n  i n  d a y s  
p o s t i n o c u l a t i o n
# L = l y m p h o c y t e s ,  S = m a t u r e  n e u t r o p h i l s ,  B = b a n d  
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Fig 12 —  A comparison of total leukocyte counts from
uninfected control and B. abortus infected fetuses.
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Fig 13 —  A comparison of total number of neutrophils from
























Fig 14 —  A comparison of total lymphocyte counts in
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Fig 15 —  A comparison of total number of monocytes from
uninfected control and B. abortus infected fetuses.
b r i g h t  r e d .  L e u k o c y t e  d i f f e r e n t i a l  c o u n t s  o b t a i n e d  u s i n g  
t h e  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  
o b t a i n e d  u s i n g  t h e  m o d i f i e d  W r i g h t ' s  s t a i n .
N e u t r o p h i l  F u n c t i o n s  —  P h a g o c y t o s i s  o f  a b o r t u s  a n d  
S . a u r e u s  by  n e u t r o p h i l s  f r o m  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  
s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  ( T a b l e  4 ) .  I n  
u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s ,  t h e r e  w e r e  n o  m a j o r  d i f f e r e n c e s  
i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B.  
a b o r t u s  o r  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  
o r  G e y ' s  s o l u t i o n .
T h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  u n i n f e c t e d  c o n t r o l s  
f e t u s e s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  IB^ a b o r t u s  a n d  Sj_ a u r e u s  i n  
a u t o l o g o u s  s e r u m  w a s  c o m p a r e d  t o  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
n e u t r o p h i l s  f r o m  B_  ^ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  
p h a g o c y t o s e d  B^  a b o r t u s  ( F i g .  1 6 )  a n d  a u r e u s  ( F i g .  1 7 )  i n  
a u t o l o g o u s  s e r u m .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  B.  
a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B^  a b o r t u s  a n d  S . 
a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  w a s  m a r k e d l y  e l e v a t e d  w h e n  
c o m p a r e d  t o  t h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  u n i n f e c t e d  
c o n t r o l  f e t u s e s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B ^  a b o r t u s  a n d  a u r e u s .
I n  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s ,  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  
w a s  m a r k e d l y  g r e a t e r  t h a n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  t h a t  
p h a g o c y t o s e d  B ^  a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  b e f o r e  P I  d a y  4 .  
A t  P I  d a y s  4 a n d  6 t h e r e  w a s  no d i s c e r n i b l e  d i f f e r e n c e s  i n  
t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  a u r e u s  a n d  B.  a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s
T a b l e  4 -  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  B_  ^ a b o r t u s  a n d  a u r e u s  
b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d
f e t a l  s h e e p
P I  D a y s  
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s  ( n )
0 ( 2 )
4 ( 1 )
8 ( 1 )
B.  a b o r t u s  
i n f e c t e d  
1 ( 1 )
2 ( 1 )
3 (1 )
4 ( 2 )
6 (1 )








80 48 1 7
74 0 0










P I  D a y s  = D a y s  p o s t i n o c u l a t i o n ,  n = n u m b e r  o f  f e t u s e s ,
B = B_. a b o r t u s , A = a u t o l o g o u s  s e r u m ,  F = f e t a l  c a l f  s e r u m ,  
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F i g  16 —  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  p e r c e n t  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  
u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  













F i g  17 —  A c o m p a r i s o n  o f  t h e  p e r c e n t  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  
u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  
t h a t  p h a g o c y t o s e d  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m .
s e r u m .
M a j o r  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e  p e r c e n t a g e  
o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  u n i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B.  
a b o r t u s  a n d  S^_ a u r e u s  i n  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  
s o l u t i o n ,  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  B_^ _ a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B^ _ a b o r t u s  a n d  a u r e u s  
i n  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n .
T h e r e  w e r e  l o w  l e v e l s  o f  k i l l i n g  S_j_ a u r e u s  a n d  B.  
a b o r t u s  b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a l l  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  
a n d  m o s t  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  
f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  ( T a b l e  5 ) .
S e r o l o g y  —  U s i n g  t h e  E L I S A  t e s t ,  a l l  s e r u m  s a m p l e s  
f r o m  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  t o  B^  a b o r t u s . W i t h  
t h e  M a n c i n i  t e c h n i q u e ,  t r a c e  l e v e l s  o f  e i t h e r  I g M ,  IgG-| o r  
I g G 2  i m m u n o g l o b u l i n  w e r e  d e t e c t e d  i n  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  
f e t u s e s  a t  P I  d a y s  2 ,  4 ,  a n d  6 .  S e r u m  s a m p l e s  f r o m  
u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  B^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  
a t  P I  d a y s  1 a n d  3 ( 8 5 - 1 4 8  a n d  8 5 - 1 6 1 )  w e r e  n e g a t i v e  f o r  
I g M ,  I g G i  a n d  I g G 2  a n t i b o d i e s .
A l l  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  
f r o m  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  c a r d  t e s t  a n d  
c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  t o  B.  
a b o r t u s .
C o r t i s o l  L e v e l s  —  C o r t i s o l  l e v e l s  f r o m  u n i n f e c t e d  
c o n t r o l  f e t u s e s  a n d  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  
c o m p a r e d  ( F i g .  1 8 ) .  T o t a l  c o r t i s o l  l e v e l s  o f  B.  a b o r t u s
T a b l e  5 -  T h e  k i l l i n g  o f  JB^ a b o r t u s  a n d  a u r e u s  by  
n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  u n i n f e c t e d
f e t a l  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s ( n ) BA BF
K i l l i n g
BG
P e r c e n t a g e  
SA SF SG
0 ( 2 ) 22 0 0 8 0 0
4 ( 1 ) 8 0 0 28 39 33
8 (1 ) 0 0 0 0 0 0
B.  a b o r t u s  
i n f e c t e d  
1 (1 ) 33 0 0 16 2 0
2 ( 1) 68 0 0 24 11 50





4 ( 2 ) 32 17 0 9 8 2
6 (1 ) 12 0 0 71 38 0
P I  D a y s  = D a y s  p o s t i n o c u l a t i o n ,  n = n u m b e r  o f  f e t u s e s ,
B = B ^  a b o r t u s , A = a u t o l o g o u s  s e r u m ,  F = f e t a l  c a l f  s e r u m ,  
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Fiq 18 —  A comparison of serum cortisol levels in
uninfected control fetuses and abortus infected fetuses.
i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  m a r k e d l y  h i g h e r  ( 3 - 3 6  t i m e s  g r e a t e r )  
t h a n  t o t a l  c o r t i s o l  l e v e l s  i n  u n i n f e c t e d  f e t u s e s .  T h e r e  w a s  
n o  r e l a t i o n s h i p  b e t w e e n  c o r t i s o l  e l e v a t i o n s  a n d  d u r a t i o n  o f  
i n f e c t i o n .
D i s c u s s i o n
B r u c e l l a  a b o r t u s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  a l l  c u l t u r e d  t i s s u e s  
c o l l e c t e d  f r o m  Ek_ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s .  T h e  i s o l a t i o n  
o f  a b o r t u s  f r o m  t h e  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  1 
w a s  e v i d e n c e  t h a t  a  b a c t e r e m i a  d e v e l o p e d  w i t h i n  24  h o u r s  o f  
f e t a l  i n f e c t i o n .  I s o l a t i o n  o f  B ^  a b o r t u s  f r o m  s e v e r e l y  
a u t o l y z e d  a b o r t u s  i n f e c t e d  t w i n  f e t u s e s  a t  P I  d a y  6 w a s  
e v i d e n c e  t h a t  EU_ a b o r t u s  c o u l d  b e  i s o l a t e d  f r o m  d e c o m p o s e d  
o v i n e  f e t u s e s .  T h e  h i g h  r e c o v e r y  r a t e  o f  Br  a b o r t u s  f r o m  
i n f e c t e d  f e t u s e s  i n  t h i s  s t u d y  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  p r e v i o u s  
f i n d i n g s . 3 1 , 3 2  s h a w ^ 2  r e c o v e r e d  B_  ^ a b o r t u s  i n  5 o f  
5 n a t u r a l l y  i n f e c t e d  a b o r t e d  o v i n e  f e t u s e s  a n d  
L u c h s i n g e r ^  c u l t u r e d  B ^  a b o r t u s  f r o m  4 o f  4 n a t u r a l l y  
i n f e c t e d ,  a b o r t e d  o v i n e  f e t u s e s .
T h e  g r o s s  l e s i o n s  i n  a b o r t u s  i n f e c t e d  o v i n e  f e t u s e s  
o c c u r r e d  s o o n e r  a n d  w e r e  m o r e  s e v e r e  t h a n  r e p o r t e d  i n  B . 
a b o r t u s  i n f e c t e d  b o v i n e  f e t u s e s . ^ • 2 9  V a s c u l a r  c h a n g e s  
a p p e a r e d  t o  b e  m o r e  p r o m i n e n t  i n  i n f e c t e d  f e t a l  s h e e p  t h a n  
i n  i n f e c t e d  f e t a l  c a t t l e .  T h e  f i b r i n  c o v e r e d  t h o r a c i c  a n d  
a b d o m i n a l  o r g a n s  o b s e r v e d  i n  i n f e c t e d  o v i n e  f e t u s e s  i n  t h i s  
s t u d y  w e r e  m o r e  e x t e n s i v e l y  i n v o l v e d  t h a n  h a s  b e e n  r e p o r t e d
i n  i n f e c t e d  b o v i n e  f e t u s e s .  I n  a b o r t u s  i n f e c t e d  o v i n e  
f e t u s e s  a t  P I  d a y  6 ,  s u b c u t a n e o u s  e d e m a ,  m u l t i p l e  v a r i a b l e  
s i z e d ,  w h i t e  l u n g  f o c i  a n d  a  r e d  t i n g e d  t h o r a c i c  a n d  
a b d o m i n a l  f l u i d  w e r e  s i m i l a r  t o  l e s i o n s  i n  B^ _ a b o r t u s  
i n f e c t e d  b o v i n e  f e t u s e s . 1 * 4  * 29
M i c r o s c o p i c  l e s i o n s  i n  a b o r t u s  i n f e c t e d  o v i n e  
f e t u s e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  m i c r o s c o p i c  c h a n g e s  
i n  a b o r t u s  i n f e c t e d  b o v i n e  f e t u s e s .  ^“ 4 , 29  L y m p h a t i c  
a n d  v a s c u l a r  a l t e r a t i o n s  a n d  e d e m a  a n d  f i b r i n  p r o d u c t i o n  
a p p e a r e d  t o  be  m o r e  p r o m i n e n t  i n  o v i n e  f e t u s e s .  T h e s e  
f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  f e t a l  l a m b s  may  b e  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  
B .  a b o r t u s  t h a n  f e t a l  c a t t l e  a l t h o u g h  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  
d o s e  a n d  r o u t e  o f  i n o c u l a t i o n  ma y  h a v e  i n f l u e n c e d  t h e  
p a t h o g e n e s i s .
T y p i c a l  b o v i n e  f e t a l  b r u c e l l a  b r o n c h o p n e u m o n i a  h a s  b e e n  
r e p o r t e d  a s  m o r e  s e v e r e  a n d  e x t e n s i v e ,  m i c r o s c o p i c a l l y ,  t h a n  
t h e  o v i n e  f e t a l  b r o n c h o p n e u m o n i a  o b s e r v e d  i n  t h i s  s t u d y .
T h e  s e v e r e  b o v i n e  f e t a l  b r o n c h o p n e u m o n i a  may  b e  a 
c o n s e q u e n c e  o f  t i m e  a s  m o s t  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  b o v i n e  
f e t u s e s  w e r e  e x a m i n e d  a f t e r  a b o r t i o n ,  t h u s  t h e r e  w a s  m o r e  
t i m e  f o r  l e s i o n  d e v e l o p m e n t .  T h e  f a c t  t h a t  no  B^  a b o r t u s  
i n f e c t e d  o v i n e  f e t u s  c o l l e c t e d  v i a  c e a s a r e a n  s e c t i o n  a t  P I  
d a y  6 w a s  a l i v e ,  a n d  t h e  l a m b  b o r n  p r e m a t u r e l y  w a s  w e a k  a t  
b i r t h  s u g g e s t e d  t h a t  B ^  a b o r t u s  w a s  m o r e  p a t h o g e n i c  f o r  
o v i n e  f e t u s e s  t h a n  b o v i n e  f e t u s e s .
A c o n s i s t e n t  m i c r o s c o p i c  l u n g  a l t e r a t i o n  i n  B ^  a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s e s  w a s  s l i g h t l y  t o  m o d e r a t e l y  t h i c k e n e d
a l v e o l a r  w a l l s .  T h e  a l v e o l a r  w a l l  t h i c k e n e i n g  w a s  d u e  
p r i m a r i l y  t o  l a r g e  m o n o n u c l e a r  c e l l s  w i t h  s c a n t  c y t o p l a s m .
I t  w a s  n o t  p o s s i b l e  t o  d e t e r m i n e  i f  t h e s e  c e l l s  w e r e  
m a c r o p h a g e s  o r  t y p e  I I  p n e u m o n o c y t e s .
I f  t y p e  I I  p n e u m o c y t e s  w e r e  t h e  c e l l s  i n  a l v e o l a r  
w a l l s ,  t h e i r  p r o l i f e r a t i o n  w a s  p o s s i b l y  i n d u c e d  b y  h i g h  
s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  o f  c o r t i s o l  i n  t h e  a b o r t u s  i n f e c t e d  
o v i n e  f e t u s e s .  T y p e  I I  p n e u m o c y t e s  i n  f e t u s e s  w e r e  
s t i m u l a t e d  b y  g l u c o c o r t i c o s t e r o i d  i n o c u l a t i o n  o f  p r e g n a n t  
d a m s  o r  f e t u s e s . 8 8 , 8 9
Lymph n o d e  r e a c t i o n s  t o  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n  w e r e  
e v i d e n t  a s  e a r l y  a s  P I  d a y  3 w h e n  s i n u s e s  w e r e  f i l l e d  w i t h  
l a r g e  f o a m y  m a c r o p h a g e s .  T h e  p r e s e n c e  o f  p r i m a r y  l y m p h o i d  
f o l l i c l e s  i n  a  Bj_ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s  a t  P I  d a y  6 w a s  
e v i d e n c e  t h a t  i m m u n o l o g i c a l  s t i m u l a t i o n  h a d  o c c u r e d ,  
p o s s i b l y  d u e  t o  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n .
T h e  p r e s e n c e  o f  m o n o n u c l e a r ,  b a n d  a n d  s e g m e n t e d  
l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s  i n  t h e  l y m p h  
n o d e  a n d  t h y m u s  o f • B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  s u g g e s t  t h a t  
t h e s e  c e l l s  w e r e  a c t i v e l y  r e s p o n d i n g  t o  B^ _ a b o r t u s  
i n f e c t i o n .  T h e s e  g r a n u l o c y t i c  c e l l s  w e r e  m e t a c h r o m a t i c  when  
s t a i n e d  w i t h  new m e t h y l e n e  b l u e  t h e r e f o r e ,  t h e y  w e r e  
p o s s i b l y  e o s i n o p h i l s ,  m a s t  c e l l s  o r  b a s o p h i l s .  H o w e v e r ,  t h e  
p r e s e n c e  o f  f o c i  o f  c e l l s  w i t h  m o n o n u c l e a r ,  b a n d  a n d  
s e g m e n t e d  n u c l e i  may h a v e  b e e n  p r o d u c e d  l o c a l l y .  W h e t h e r  
t h e s e  c e l l s  w e r e  l o c a l l y  p r o d u c e d  o r  m i g r a t e d  i n t o  t h e  
t i s s u e s  w a s  n o t  d e t e r m i n e d .
T h e  i n c r e a s e d  t o t a l  l e u k o c y t e  c o u n t s ,  i n c r e a s e d  t o t a l  
n e u t r o p h i l  c o u n t s  a n d  d e c r e a s e d  t o t a l  l y m p h o c y t e  c o u n t s  i n  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  w e r e  p r o b a b l y  r e s u l t a n t  o f  
s t r e s s  o f  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n .  S t r e s s  w a s  e v i d e n t  b y  t h e  
e x t r e m e l y  h i g h  s e r u m  c o r t i s o l  c o n c e n t r a t i o n s  i n  a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s e s .  T h e  m a t u r e  a n d  i m m a t u r e  n e u t r o p h i l  
e l e v a t i o n  a n d  t h e  m o n o c y t o s i s  i n  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  
a t  P I  d a y  4 w e r e  e v i d e n c e  o f  a  h e m a t o l o g i c  r e s p o n s e  t o  B . 
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  T h e  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e  a t  P I  d a y  4 
i n d i c a t e d  t h a t  f e t u s e s  p o s s e s s  t h e  a b i l i t y  t o  e l i c i t  a n  
a c t i v e  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e  t o  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n .  
B a c t e r i a l  e n d o t o x i n s  p o s s i b l y  c o n t r i b u t e d  t o  t h e  i n c r e a s e d  
t o t a l  l e u k o c y t e  c o u n t  b y  c a u s i n g  t h e  r e l e a s e  o f  m a t u r e  a n d  
i m m a t u r e  n e u t r o p h i l s  f r o m  t h e  m a r r o w  p o o l  a s  o c c u r s  i n  
a d u l t s . 9 0 - 9 2
T h e  i n c r e a s e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  B.  
a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B ^  a b o r t u s  i n  
a u t o l o g o u s  s e r u m  w a s  p o s s i b l y  d u e  t o  i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  
i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  o p s o n i z a t i o n  w h i c h  a l l o w e d  g r e a t e r  
p h a g o c y t o s i s  o r  p o s s i b l y  u n d e f i n e d  s e r u m  f a c t o r s .  F e t u s e s  
8 5 - 1 4 8  a n d  8 5 - 1 1 6  ( B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  a t  P I  d a y s  1 
a n d  3)  w e r e  n e g a t i v e  f o r  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  t h e  p e r c e n t a g e  
o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  t h e s e  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  
p h a g o c y t o s e d  B_  ^ a b o r t u s  w a s  m a r k e d l y  l o w e r  t h a n  t h e  
p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  B^ _ a b o r t u s  f r o m  
o t h e r  B^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  t h a t  c o n t a i n e d  t r a c e  
l e v e l s  o f  i m m u n o g l o b u l i n s .
I n c r e a s e d  p h a g o c y t o s i s  o f  S_;_ a u r e u s  by  n e u t r o p h i l s  f r o m  
B . a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  
a p p e a r a n c e  o f  t r a c e  l e v e l s  o f  i m m u n o g l o b u l i n s .  I n  
a u t o l o g o u s  s e r u m ,  a  m a r k e d  i n c r e a s e  i n  p h a g o c y t o s i s  o f  5 .  
a u r e u s  o c c u r e d  a t  P I  d a y  1 a n d  p e r s i s t e d  t h r o u g h o u t  t h i s  
s t u d y .  P o s s i b l y  u n d e f i n e d  s e r u m  f a c t o r s  w e r e  r e s p o n s i b l e  
f o r  t h i s  r a p i d  r i s e  i n  p h a g o c y t o s i s  o f  a u r e u s .
N e u t r o p h i l  k i l l i n g  o f  IB^ a b o r t u s  a n d  a u r e u s  w a s  n o t  
e n h a n c e d  o r  i n h i b i t e d  b y  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n .
C o r t i s o l  s e r u m  c o n c e n t r a t i o n s  i n c r e a s e d  d r a s t i c a l l y  
a f t e r  B_  ^ a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  r e m a i n e d  e l e v a t e d  t h r o u g h o u t  
t h i s  s t u d y .  E l e v a t e d  c o r t i s o l  l e v e l s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  t o  
i n d u c e  p r e m a t u r e  p a r t u r i t i o n  i n  f e t a l  s h e e p . ^0  H i g h  
s e r u m  c o r t i s o l  l e v e l s  i n  t h e s e  f e t a l  s h e e p  may h a v e  b e e n  
r e s p o n s i b l e ,  a t  l e a s t  i n  p a r t ,  f o r  t h e  p r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n  
o f  p r e g n a n c y  i n  so m e ( 6  o r  1 2 )  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s .
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  f e t a l  l a m b  i s  a c c e p t a b l e  a s  a n  
e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  f e t a l  b o v i n e  b r u c e l l o s i s .  T h i s  i s  
s u p p o r t e d  b y  t h e  s i m i l a r i t i e s  i n  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  b e t w e e n  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t a l  s h e e p  a n d  c a t t l e  a n d  _in u t e r o  
d e a t h s  o f  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t a l  s h e e p  a n d  c a t t l e .  
A d d i t i o n a l l y ,  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  o v i n e  f e t u s e s  e n h a n c e d  
n e u t r o p h i l  p h a g o c y t i c  a b i l i t i e s ,  i n d u c e d  a n  a c t i v e  
h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e  a n d  e l e v a t e d  s e r u m  c o r t i s o l  l e v e l s .
Chapter III
M o r p h o l o g i c  L e s i o n s ,  H e m a t o l o g i c a l  a n d  I m m u n o l o g i c a l  
R e s p o n s e s  a n d  N e u t r o p h i l  F u n c t i o n s  i n  N e o n a t a l  S h e e p  
I n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s
I n t r o d u c t i o n
N e o n a t a l  a n i m a l s  a r e  h i g h l y  s u s c e p t i b l e  t o  i n f e c t i o u s  
d i s e a s e s .  T h i s  s u s c e p t i b i l i t y  i s  p r o b a b l y  n o t  a  c o n s e q u e n c e  
o f  p h a g o c y t e  d y s f u n c t i o n ,  a s  p h a g o c y t e s  f r o m  n e o n a t e s  
f u n c t i o n  a s  e f f i c i e n t l y  a s  t h o s e  i n  a d u l t s . 6 5 , 9 3  
I n a d e q u a t e  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  c a n  be  e f f e c t i v e l y  
e l i m i n a t e d  a s  a  s i g n i f i c a n t  p r e d i s p o s i n g  f a c t o r  t o  n e o n a t a l  
d i s e a s e  s u s c e p t i b i l i t y  b e c a u s e  n e o n a t a l  h e m a t o l o g i c a l  
r e s p o n s e s  t o  i n f e c t i o u s  o r g a n i s m s  a r e  c o m p a r a b l e  t o  a d u l t  
h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s . 63 S c h w a r t z  r e p o r t e d  t h a t  t h e  
d e g r e e  o f  n e c r o s i s  a n d  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  w e r e  s i m i l a r  i n  
n e o n a t a l  a n d  y e a r l i n g  m o n k e y s  i n o c u l a t e d  s u b c u t a n e o u s l y  w i t h  
t u r p e n t i n e .  H y p o g a m m a g l o b u l i n e m i a  a n d  a g a m m a g l o b u l i n e m i a  
f r e q u e n t l y  p r e d i s p o s e  n e o n a t e s  t o  m o r b i d i t y  a n d  m o r t a l i t y  
d u e  t o  i n f e c t i o u s  a g e n t s . 9 3 - 9 5  T h i s  f i n d i n g  i s  
s u p p o r t e d  b y  t h e  o b s e r v a t i o n  t h a t  c a l v e s  w i t h  l o w  b l o o d  
i m m u n o g l o b u l i n  l e v e l s  o f t e n  d e v e l o p  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  
i n f e c t i o n s  a n d  d i e . 9 3 - 9 5  A d d i t i o n a l l y ,
n o n h e a t - i n a c t i v a t e d  s e r u m  f r o m  n o r m a l  n e w b o r n  c a l v e s  l a c k e d  
t h e  a b i l i t y  t o  k i l l  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  o r  E s c h e r i c h i a  
c o l i .  N o n h e a t - i n a c t i v a t e d  s e r u m  f r o m  a d u l t  c a t t l e  w a s
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b a c t e r i c i d a l  t o  b o t h  o r g a n i s m s . 65
N e o n a t a l  c a l v e s  a r e  e x t r e m e l y  r e s i s t a n t  t o  B r u c e l l a  
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  M o s t  c a l v e s  i n f e c t e d  b e f o r e  9 m o n t h s  o f  
a g e  r i d  t h e m s e l v e s  o f  t h e  i n f e c t i o n  p r i o r  t o  
adulthood.^“3,12 ^ few a n i m a l s  i n f e c t e d  a s  c a l v e s  may
b e c o m e  s e r o l o g i c  p o s i t i v e  t o  B^ _ a b o r t u s  a n d  s h e d  t h e  
o r g a n i s m  i m m e d i a t e l y  p r i o r  o r  a f t e r  a b o r t i o n  o r  p a r t u r i t i o n  
( l a t e n t l y  i n f e c t e d  a n i m a l s ) . 2 3 , 2 4  F a c t o r s  r e s p o n s i b l e  
f o r  n e o n a t a l  r e s i s t a n c e  t o  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n s  a r e  
u n d e t e r m i n e d  o r  p o o r l y  u n d e r s t o o d .
I n  t h i s  s t u d y  t h e  n e o n a t a l  s h e e p  w a s  e v a l u a t e d  a s  a 
m o d e l  f o r  b o v i n e  b r u c e l l o s i s .  T h e  f a c t o r s  t h a t  may e x p l a i n  
n e o n a t a l  r e s i s t e n c e  t o  a b o r t u s  i n f e c t i o n  w e r e  e x a m i n e d .  
T h e s e  s t u d i e s  i n c l u d e d  e x a m i n a t i o n  o f  h i s t o l o g i c  l e s i o n s ,  
i m m u n o l o g i c a l  a n d  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  a n d  n e u t r o p h i l  
f u n c t i o n s  i n  n e o n a t a l  s h e e p  i n f e c t e d  w i t h  B_j_ a b o r t u s  S t r a i n  
2 3 0 8 .
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s
E x p e r i m e n t a l  D e s i g n  —  F o u r  2 - w e e k - o l d  l a m b s  w e r e  
i n f e c t e d  w i t h  B_;_ a b o r t u s  a n d  3 2 - w e e k - o l d  l a m b s  w e r e  
i n o c u l a t e d  w i t h  p h y s i o l o g i c  s a l i n e .  B l o o d  a n d  s e r u m  s a m p l e s  
w e r e  c o l l e c t e d  b e f o r e  i n o c u l a t i o n  a n d  a t  p o s t  i n o c u l a t i o n  
( P I )  d a y s  2 ,  4 ,  8 a n d  1 6 .  A l l  l a m b s  w e r e  s a c r i f i c e d  a t  P I  
d a y  1 7 .
A n i m a l s  —  A t o t a l  o f  7 1 - w e e k - o l d  c r o s s b r e d  l a m b s  ( 2
m a l e s  a n d  5 f e m a l e s )  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  L o u i s i a n a  S t a t e  
U n i v e r s i t y  s h e e p  f a r m .  A n i m a l s  w e r e  h o u s e d  i n  a n  e n c l o s e d  
b a r n ,  4 a n d  3 p e r  s t a l l .  T h e y  w e r e  f e d  l a m b  m i l k  
r e p l a c e r ,  p r o t e i n  p e l l e t s  a n d  t a p  w a t e r .  A l l  a n i m a l s  w e r e  
n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  t o  a b o r t u s  by  t h e  c a r d  t e s t  
( b u f f e r e d  b r u c e l l a  a n t i g e n )  a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t .
T h r e e  l a m b s  w e r e  u s e d  a s  s a l i n e  i n o c u l a t e d  c o n t r o l s  a n d  
4 l a m b s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8 .  
I n o c u l a t i o n  w a s  ma de  i n  t h e  d o r s a l  n e c k  m u s c l e s  a t  2 w e e k s  
o f  a g e .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  b e f o r e  i n o c u l a t i o n  a n d  a t  P I  
d a y s  2 ,  4 ,  8 , a n d  16 d a y s  i n  d i p o t a s s i u m
e t h y l e n e d i a m i n o t e t r a a c e t a t e  ( EDTA) a n d  s i l i c o n i z e d  g l a s s  
t u b e s .  B l o o d  c o l l e c t e d  i n  EDTA w a s  u s e d  i n  n e u t r o p h i l  
f u n c t i o n  t e s t s ,  t o  o b t a i n  t o t a l  l e u k o c y t e  c o u n t s  a n d  t o  m a k e  
b l o o d  s m e a r s .  S e r u m  f r o m  b l o o d  c o l l e c t e d  i n  s i l i c o n i z e d  
t u b e s  w a s  u s e d  i n  b r u c e l l a  s e r o l o g y  t e s t s  a n d  a s  a u t o l o g o u s  
s e r u m  i n  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n  t e s t s .  S e l e c t e d  t i s s u e s  w e r e  
c o l l e c t e d  f o r  c u l t u r e  a n d  f o r  h i s t o l o g i c  e v a l u a t i o n .
T i s s u e s  c o l l e c t e d  f o r  h i s t o l o g i c  e v a l u a t i o n  w e r e  f i x e d  i n  10 
p e r c e n t  f o r m a l i n  a t  4° C .
C u l t u r e  P r o c e d u r e s  —  T i s s u e s  i n c l u d i n g  l u n g ,  k i d n e y ,  
s p l e e n ,  l i v e r ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e ,  a n d  c e r v i c a l  l y m p h  
n o d e  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  a s e p t i c  t e c h n i q u e  f o r  
b a c t e r i o l o g i c a l  a n a l y s i s .  T i s s u e s  w e r e  c u l t u r e d  i m m e d i a t e l y  
o r  s t o r e d  o v e r n i g h t  a t  4 ° C  a n d  c u l t u r e d  w i t h i n  24 h o u r s  o f  
h a r v e s t .
T i s s u e s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  c u l t u r e  by  c u t t i n g  t h e m  i n t o
2 - 3  mm p i e c e s  w i t h  a  s t e r i l e  s u r g i c a l  b l a d e .  T i s s u e  w e r e  
p l a c e d  i n  a  s t e r i l e  b l e n d e r  w i t h  10 t o  30  m i l l i l i t e r s  ( m l )  
o f  s t e r i l e  s a l i n e .  T h e  t i s s u e  s a l i n e  m i x t u r e  w a s  b l e n d e d  
f o r  2 0 - 3 0  s e c o n d s .  M i n c e d  t i s s u e s  w e r e  s t r e a k e d  o n  T r y p t i c  
S o y  a g a r  p l a t e s 3  w i t h  5 p e r c e n t  h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  
s e r u m  a n d  b r u c e l l a  s e l e c t i v e  m e d i a ^  ( w i t h  t h e  a d d i t i o n  
o f  0 . 2  g L c y s t e i n e ,  1 : 5 0 0 0  a n d  0 . 2 5  g e r y t h r i t o l ,  1 : 4 0 0 0  
p e r  l i t e r ) . A l l  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 - 5  d a y s  a t  
3 7° C .
B.  a b o r t u s  w a s  i d e n t i f i e d  a s  s m a l l  r o u n d ,  p a l e - h o n e y  
c o l o r e d  c o l o n i e s .  T h e s e  b a c t e r i a  w e r e  c o c c o b a c i l l i , Gr a m 
s t a i n  n e g a t i v e ,  u r e a s e  a n d  o x i d a s e  p o s i t i v e .
B a c t e r i a  —  S t o c k  c u l t u r e s  o f  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  
s t r a i n  520A*3 w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C  o n  T r y p t o s e  S o y  a g a r .  F o r  
d a i l y  u s e ,  s t o c k  S_^ a u r e u s  w a s  i n o c u l a t e d  i n  5 - 1 0  ml  o f  
T r y p t o s e  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  1 6 - 2 0  h o u r s  a t  3 7 ° C .  B a c t e r i a  
w e r e  w a s h e d  3 t i m e s  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n  a n d  
c e n t r i f u g e d  1 6 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  T h e  p e l l e t  was  
s u s p e n d e d  i n  5 ml  o f  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  
a b s o r b a n c e  r e a d i n g  w a s  a d j u s t e d  t o  . 2 0  -  . 2 5  o p t i c a l  d e n s i t y  
( O D ) . c  B a c t e r i a  w e r e  c u l t u r e d  o n  T r y p t o s e  S o y  a g a r  p l a t e s  
f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  b a c t e r i a  p e r  m l .  T h e  
m i c r o d r o p  p l a t i n g  m e t h o d  w a s  u s e d  f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n .
a D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  M i c h i g a n .
^ D r .  H.  C o x ,  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y  a n d  P a r a s i t o l o g y ,  
S c h o o l  o f  V e t e r i n a r y  M e d i c i n e ,  L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  
B a t o n  R o u g e ,  L o u i s i a n a  7 0 8 0 3 .  
c S p e c t r o n i c  20 S p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  B a u s c h  a n d  L o mb ,  I n c .  
R o c h e s t e r ,  New Y o r k .
B.  a b o r t u s  S t r a i n  2308*3 s t o c k  was  m a i n t a i n e d  i n  
s t e r i l e  s a l i n e .  S t o c k  a b o r t u s  w a s  i n o c u l a t e d  i n  T r y p t i c  
b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 °  C f o r  1 6 - 2 0  h o u r s .  B a c t e r i a  w e r e  
w a s h e d  3 t i m e s  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n  a n d  c e n t r i f u g e d  
1 6 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4° C a n d  t h e  p e l l e t  w a s  s u s p e n d e d  
i n  5 m l  o f  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  a b s o r b a n c e  l e v e l  
w a s  a d j u s t e d  t o  . 0 2  -  . 0 4  OD. B a c t e r i a  w e r e  c u l t u r e d  on 
T r y p t i c  S o y  a g a r  p l a t e s  e n r i c h e d  w i t h  5 p e r c e n t  
h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  s e r u m  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  
o f  b a c t e r i a  p e r  m l .  T h e  m i c r o d r o p  p l a t i n g  m e t h o d  w a s  u s e d  
f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n .
T i s s u e  P r o c e s s i n g  —  F r e s h l y  c o l l e c t e d  s e c t i o n s  o f  
l i v e r ,  l u n g ,  s p l e e n ,  k i d n e y ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e  a n d  
c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  w e r e  f i x e d  i n  10 p e r c e n t  f o r m a l i n  a t  4°
C.  T i s s u e s  w e r e  s t o r e d  i n  c o l d  f o r m a l i n .  T i s s u e s  w e r e  
e m b e d d e d  i n  p l a s t i c  a s  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d . ^ 2  a  5 g 
p a c k  o f  w h i t e  p o w d e r ,  b e n z o y l  p e r o x i d e  ( c a t a l y s t ) ,  w a s  a d d e d  
t o  5 g o f  a  l i q u i d ,  2 - b u t o x y  e t h a n o l  ( s o l u t i o n  B ) , a n d  m i x e d  
w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r .  I n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  
b y  m i x i n g  5 ml  o f  s o l u t i o n  B w i t h  50 ml  o f  h y d r o x y  e t h y l  
m e t h a c r y l a t e  ( s o l u t i o n  A ) .  S e c t i o n s  o f  t i s s u e s  w e r e  a d d e d  
t o  t h i s  i n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  a n d  p l a c e d  i n  a  v a c u u m  
d e s s i c a t o r .  A v a c u u m  w a s  e s t a b l i s h e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4 ° C  
f o r  24 h o u r s .  A f t e r  24 h o u r s  t h e  i n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  w a s
^ D r .  B.  L .  D e y o e ,  N a t i o n a l  A n i m a l  D i s e a s e  C e n t e r ,
A g r i c u l t u r e  R e s e a r c h  S e r v i c e ,  U n i t e d  S t a t e s  D e p a r t m e n t  o f  
A g r i c u l t u r e ,  A m e s ,  I o w a  5 0 0 1 0
c h a n g e d  a n d  a n o t h e r  v a c u u m  w a s  c r e a t e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4°C 
f o r  a n  a d d i t i o n a l  24  h o u r s .
T h e  e m b e d d i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  50  m l  o f  
s o l u t i o n  A w i t h  5 ml  o f  s o l u t i o n  B a n d  2 ml  o f  N - N - d i m e t h y l  
a n i l i n e  ( s o l u t i o n  C ) .  Two t o  t h r e e  ml a l i q u o t s  w e r e  
p i p e t t e d  i n t o  t h e  l o w e r  d e p r e s s i o n s  o f  p l a s t i c  m o l d s .  
I n f i l t r a t e d  t i s s u e  s p e c i m e n s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  m o l d s  a n d  
c o v e r e d  w i t h  t h e  e m b e d d i n g  s o l u t i o n .  T h e  m o l d s  w e r e  p l a c e d  
i n  a  v a c u u m  d e s s i c a t o r .  A v a c u u m  w a s  c r e a t e d  a n d  t h e  v a c u u m  
d e s s i c a t o r  w a s  m a i n t a i n e d  a t  4°C f o r  4 8  h o u r s  t o  a l l o w  
p o l y m e r i z a t i o n .
U s i n g  a  m i c r o t o m e e w i t h  a  g l a s s  k n i f e  h o l d e r ,  p l a s t i c  
e m b e d d e d  t i s s u e s  w e r e  c u t  i n  2  m i c r o n  s e c t i o n s  w i t h  a  g l a s s  
k n i f e .  S e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n .  
S e l e c t e d  t i s s u e s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e .
H e m a t o l o g y  —  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  i n  EDTA t u b e s .  T h i s  
b l o o d  w a s  u s e d  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  b l o o d  s m e a r s .  T o t a l  
l e u k o c y t e  c o u n t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  an  e l e c t r o n i c  c e l l  
c o u n t e r . f  B l o o d  s m e a r s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  a  m o d i f i e d  
W r i g h t ' s  s t a i n . 9 A l l  b l o o d  s m e a r s  w e r e  e x a m i n e d  w i t h  an  
o i l  i m m e r s i o n  l e n s  f o r  d i f f e r e n t i a l  c e l l  c o u n t s .  
A d d i t i o n a l l y ,  b l o o d  s m e a r s  w e r e  s t a i n e d  f o r  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  a f t e r  f i x a t i o n  f o r  6 0  s e c o n d s  i n  a  pH 6 . 1 6  f i x a t i v e
e S o r v a l l  P o r t e r - B l u m  M i c r o t o m e ,  I v a n  S o r v a l l  I n c o r p o r a t e d ,  
N e w t o w n ,  C o n n e c t i c u t  0 6 4 7 0 .
^ H o u l t e r  E l e c t r o n i c s  I n c o r p o r a t e d ,  H i a l e a h ,  F l o r i d a .
9 D i f f  Q u i k ,  A m e r i c a n  S c i e n t i f i c  P r o d u c t s ,  D i v i s i o n  o f  
A m e r i c a n  H o s p i t a l  S u p p l y  C o r p o r a t i o n ,  McGraw P a r k ,  I I .
c o m p o s e d  o f  KH2 PO4 , 1 00  mg ;  d i s t i l l e d  H2 O ,  30  m l ;  
a c e t o n e ,  45  m l ;  a n d  f o r m a l i n  ( 3 0 % ) ,  25  m l . 83 
N o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n i n g  w a s  o b t a i n e d  by  i n c u b a t i n g  
f i x e d  b l o o d  s m e a r s  i n  a  s o l u t i o n  c o m p o s e d  o f :  S o r e n s o n ' s
p h o s p h a t e  b u f f e r ,  4 4 . 5  m l ;  h e x a z o t i z e d  p a r a r o s a n i l i n e ,  0 . 2 5  
m l ;  a n d  a l p h a - n a p h t h y l  b u t y r a t e  s o l u t i o n ,  3 m l .  I n c u b a t i o n  
w a s  f o r  45  m i n u t e s  i n  a  3 7 ° C  w a t e r  b a t h .  S m e a r s  w e r e  w a s h e d  
i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  c o u n t e r  s t a i n e d  i n  a  0 . 5  p e r c e n t  
m e t h y l  g r e e n  s o l u t i o n  f o r  1 m i n u t e .  S m e a r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  
3 t i m e s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e y  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  
c o v e r s l i p p e d .  A l l  s m e a r s  w e r e  e x a m i n e d  w i t h  a n  o i l  
i m m e r s i o n  l e n s  f o r  d i f f e r e n t i a l  c e l l  c o u n t s  a n d  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  p o s i t i v e  ( m o n o c y t e s )  a n d  n e g a t i v e  c e l l s .
N e u t r o p h i l  P h a g o c y t o s i s  a n d  K i l l i n g  A s s a y  —  N e u t r o p h i l  
p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  a s s a y e d  by 
m o d i f i c a t i o n s  o f  P a n t a z i s *  m e t h o d * ^  u s i n g  a c r i d i n e  
o r a n g e . h  B l o o d  c o l l e c t e d  i n  EDTA w a s  w a s h e d  2 t i m e s  i n  
p h y s i o l o g i c  s a l i n e  a n d  o n c e  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n  
f o l l o w e d  by  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  
A p p r o x i m a t e l y  0 . 5  x 10® l e u k o c y t e s  ( i n  0 . 3  m l  o f  p e l l e t e d  
b l o o d )  w e r e  m i x e d  w i t h  30  x 1 0 ^ b a c t e r i a  ( S ^  a u r e u s  S t r a i n  
5 20A o r  JB^ a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  s u s p e n d e d  i n  0 . 5  ml  o f  
p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n )  a n d  0 . 2  ml  s e r u m  ( a u t o l o g o u s  o r  
f e t a l  c a l f  s e r u m )  o r  0 . 2  m l .  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .
S i x  a s s a y  m i x t u r e s  p r e p a r e d  o n  e a c h  s a m p l e  i n c l u d e d :
^ F i s h e r  S c i e n t i f i c  C o m p a n y ,  C h e m i c a l  M a n u f a c t u r i n g  
D i v i s i o n ,  F a i r  L a w n ,  New J e r s e y ,  0 7 4 1 0 .
p e l l e t e d  b l o o d  a n d  a b o r t u s  m i x e d  w i t h  1 ) a u t o l o g o u s  
s e r u m ,  2)  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  a n d  3)  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  
s o l u t i o n ,  a n d  p e l l e t e d  b l o o d  a n d  a u r e u s  m i x e d  w i t h ,  4 )  
a u t o l o g o u s  s e r u m ,  5)  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  a n d  6 ) p h y s i o l o g i c  
G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  6  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  60  m i n u t e s  
i n  a  3 7 ° C  w a t e r  b a t h  t h a t  r o t a t e d  2 0 0  r e v o l u t i o n s  p e r  
m i n u t e .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  a l l  t u b e s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  
c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  A l l  s a m p l e s  
w e r e  s t o r e d  a t  4°C a n d  e x a m i n e d  w i t h i n  4 h o u r s .
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a  d r o p  o f  p e l l e t e d  
b l o o d  a n d  a  d r o p  o f  0 . 1 4  p e r c e n t  a c r i d i n e  o r a n g e  w e r e  a d d e d  
t o  a  c l e a n  g l a s s  s l i d e  a n d  c o v e r s l i p p e d .  C e l l s  w e r e  
e x a m i n e d  w i t h  a  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e . i  T h e  63X a n d  t h e  
100X o i l  i m m e r s i o n  l e n s  a n d  a n  e p i f l u o r e s c e n t  l i g h t  s o u r c e  
w i t h  a  510mm f i l t e r  w e r e  u s e d  t o  e x a m i n e  w e t  m o u n t s .  T h r e e  
r e p l i c a t e s  o f  1 0 0  l e u k o c y t e s  w e r e  c o u n t e d  f o r  e a c h  a s s a y  
m i x t u r e .  N e u t r o p h i l s  t h a t  i n g e s t e d  1 o r  m o r e  b a c t e r i a l  
o r g a n i s m s  w e r e  c o n s i d e r e d  p h a g o c y t i c .  N e u t r o p h i l s  t h a t  
c o n t a i n e d  1 o r  m o r e  d e a d  ( r e d )  b a c t e r i a l  o r g a n i s m s  w e r e  
c o u n t e d  a s  n e u t r o p h i l s  w h i c h  h a d  k i l l e d  b a c t e r i a .
C a l c u l a t i o n s  o f  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  
o b t a i n e d  u s i n g  t h e  f o r m u l a s :
n e u t r o p h i l s  i n g e s t i n g
P h a g o c y t o s i s  %  1 o r  m o r e  o r g a n i s m ________ X 100
t o t a l  n e u t r o p h i l s  c o u n t e d
xC a r l  Z e i s s ,  D 7 0 8 2  O b e r k o c h e n ,  W e s t  G e r m a n y .
K i l l i n g  % n e u t r o p h i l s  c o n t a i n i n g
1 o r  m o r e  d e a d  o r g a n i s m s  X 10 0 
t o t a l  n e u t r o p h i l s  i n g e s t i n g  b a c t e r i a
B a s e l i n e  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  l e v e l s  w e r e  o b t a i n e d  i n  
d a y  0 l a m b s  ( b e f o r e  s a l i n e  o r  a b o r t u s  i n o c u l a t i o n ) .  T h e  
c h a n g e  i n  n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  a n d  k i l l e d  B.  
a b o r t u s  a n d  a u r e u s  a f t e r  B_j_ a b o r t u s  i n f e c t i o n  was  
c o m p a r e d  w i t h  t h e  c h a n g e  i n  n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  
a n d  k i l l e d  EU a b o r t u s  a n d  a u r e u s  a f t e r  s a l i n e  
i n o c u l a t i o n .
S e r o l o g y  —  T h e  c a r d  ( b u f f e r e d  b r u c e l l a  a n t i g e n )  a n d  
t h e  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  w e r e  u s e d  t o  d e t e c t  b r u c e l l a  
s p e c i f i c  a n t i b o d i e s . ^ ® ^
S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s  —  D a t a  w e r e  e v a l u a t e d  b y  a n a l y s i s  
o f  v a r i a n c e  w i t h  t h e  D u n c a n ' s  M u l t i p l e  R a n g e  f o r  m e a n s  
s e p a r a t i o n .
R e s u l t s
C u l t u r e  —  A l l  u n i n f e c t e d  l a m b s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  B.  
a b o r t u s  a n d  a l l  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  w e r e  p o s i t i v e  f o r  
B.  a b o r t u s  f r o m  2 - 5  o r g a n s  ( T a b l e  1 ) .
P a t h o l o g y  —  G r o s s  a b n o r m a l i t i e s  w e r e  l i m i t e d  t o  t h e  
c e r v i c a l  l y m p h  n o d e s .  T h e  n o d e s  f r o m  l a m b s  2 ,  3 a n d  4 ( 3  o f  
4 B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s )  w e r e  m o d e r a t e l y  (2  t i m e s  n o r m a l  
s i z e )  a n d  u n i f o r m l y  e n l a r g e d .
T a b l e  1 -  B_»_ a b o r t u s  r e c o v e r e d  f r o m  t i s s u e s  o f  JB^ a b o r t u s  
i n f e c t e d  l a m b s .
C u l t u r e d  T i s s u e s Lamb  1 Lamb 2 Lamb 3 Lamb
L u n g - - + +
L i v e r + + + -
K i d n e y + - + +
S p l e e n + - + +
C e r v i c a l  Lymph N o d e + + - +
I n t e s t i n a l  Lymph N o d e - - + -
B.  a b o r t u s  c u l t u r e  r e s u l t s .
C e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  f r o m  u n i n f e c t e d  c o n t r o l  l a m b s  w e r e  
c h a r a c t e r i z e d  b y  m o d e r a t e l y  t h i c k  c o r t i c e s  a n d  m o d e r a t e  
d i f f u s e  c e l l u l a r i t y .  P r e s e n t  i n  t h e  c o r t i c e s  w e r e  a  f ew  
p r i m a r y  f o l l i c l e s ,  a  d e n s e  p o p u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s ,  f o c a l  
a c c u m u l a t i o n s  o f  n e u t r o p h i l s  a n d  a  f e w  w i d e l y  d i s t r i b u t e d  
s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s .  
M e d u l l a r y  c o r d s  w e r e  c o m p r i s e d  o f  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  
l y m p h o c y t e s ,  a  f e w  e o s i n o p h i l s ,  n e u t r o p h i l s  a n d  o c c a s i o n a l  
p l a s m a  c e l l s .  S i n u s e s  c o n t a i n e d  a  f e w  f o a m y  m a c r o p h a g e s  a n d  
a  f e w  l y m p h o c y t e s .
H i s t o l o g i c  c h a n g e s  i n  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  f r o m  B . 
a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  v a r i e d  f r o m  m o d e r a t e  c o r t i c a l  
d e p l e t i o n  a n d  a  f e w  p r i m a r y  f o l l i c l e s  t o  m a r k e d l y  t h i c k e n e d  
c o r t i c e s  w i t h  n u m e r o u s  p r o m i n e n t  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  
d i f f u s e  d e n s e  c e l l u l a r i t y .  I n  Lamb 3 ,  t h e  c e l l u l a r i t y  o f  
t h e  c o r t e x  a n d  t h e  m e d u l l a r y  t r a b e c u l a e  w a s  m o d e r a t e l y  
d e c r e a s e d .  T h e  c e l l u l a r  c o m p o n e n t  o f  t h e  m e d u l l a r y  
t r a b e c u l a e  w a s  c o m p r i s e d  o f  l y m p h o c y t e s ,  p l a s m a  c e l l s  a n d  
o c c a s i o n a l  e o s i n o p h i l s  a n d  n e u t r o p h i l s .  A l l  s i n u s e s  w e r e  
p r o m i n e n t  a n d  f i l l e d  l a r g e  m a c r o p h a g e s  w i t h  a b u n d a n t  
e o s i n o p h i l i c  c y t o p l a s m  ( F i g  1 ) .  T h e  c o r t i c e s  o f  c e r v i c a l  
l y m p h  n o d e s  f r o m  l a m b s  1 ,  2 a n d  4 w e r e  m a r k e d l y  t h i c k e n e d  b y  
n u m e r o u s  p r o m i n e n t  p r i m a r y  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  a  d e n s e  
p o p u l a t i o n  o f  l y m p h o c y t e s  ( F i g  2 ) .  M e d u l l a r y  c o r d s  
c o n t a i n e d  l y m p h o c y t e s ,  p l a s m a  c e l l s ,  f e w  t o  m o d e r a t e  n u m b e r s  
o f  m o n o n u c l e a r ,  b a n d  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  
e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s  a n d  a  f e w  n e u t r o p h i l s .  S i n u s e s  w e r e
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F i g  1 —  Lymph n o d e  f r o m  a  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b .  
S i n u s e s  a r e  f i l l e d  w i t h  f o a m y  m a c r o p h a g e s  ( M) .  H & 
X 1 6 0 .
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F i g  2 —  C e r v i c a l  l y m p h  n o d e  f r o m  a  B^  a b o r t u s  i n f e c t e d  
l a m b  w i t h  a  d e n s e l y  c e l l u l a r  c o r t e x  a n d  a  p r i m a r y  f o l l i c l e  
( F )  H & E s t a i n ;  X 1 6 0 .
f i l l e d  w i t h  m a c r o p h a g e s  w i t h  a b u n d a n t  e o s i n o p h i l i c  c y t o p l a s m  
a n d  a  f e w  l y m p h o c y t e s ,  e o s i n o p h i l s  a n d  n e u t r o p h i l s .
T h e  s p l e e n s  o f  B_  ^ a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  h a d  n u m e r o u s  
l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  a  h y p o c e l l u l a r  r e d  p u l p .  T h e  r e d  
p u l p  w a s  c o m p r i s e d  o f  p r i m a r i l y  p l a s m a  c e l l s .
T h e  t h y m u s  f r o m  c o n t r o l  l a m b s  h a d  d e n s e l y  c e l l u l a r  
c o r t i c e s  a n d  t h e  m e d u l l a r y  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o n t a i n e d  a  f e w  
m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s .  I n  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s ,  t h y m i c  c o r t i c e s  
w e r e  m o d e r a t e l y  d e p l e t e d  a n d  t h e  m e d u l l a  c o n t a i n e d  a  f e w  
m o n o n u l e a r  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s .  T r a b e c u l a r  c o n n e c t i v e  t i s s u e  c o n t a i n e d  a  f e w  b a n d  
a n d  m a t u r e  n e u t r o p h i l s  a n d  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  m o n o n u c l e a r ,  
b a n d  a n d  s e g m e n t e d  l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  
g r a n u l e s .  No s i g n i f i c a n t  l e s i o n s  w e r e  o b s e r v e d  i n  t h e  
l i v e r ,  l u n g  a n d  a d r e n a l  g l a n d .
H e m a t o l o g y  —  T h e r e  w a s  no  s i g n i f i c a n t  (P > 0 . 0 5 )  
d i f f e r e n c e  i n  t h e  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e  b e t w e e n  a b o r t u s  
i n f e c t e d  a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s .  W i t h  t h e  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  s t a i n ,  m o n o c y t e s  s t a i n e d  b r i g h t  r e d .  L e u k o c y t e  
d i f f e r e n t i a l  c o u n t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  
s t a i n  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  m o d i f i e d  
W r i g h t ' s  s t a i n .
S e r o l o g y  —  A l l  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  s a l i n e  i n o c u l a t e d  
c o n t r o l s  w e r e  c a r d  t e s t  a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  
n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  t o  B^ _ a b o r t u s . A l l  s e r u m  s a m p l e s  
f r o m  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b  4 a n d  s e r u m  s a m p l e s  t a k e n  f r o m
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  1 ,  2 a n d  3 o n  P I  d a y s  0 ,  2 ,  4 a n d  
8  w e r e  c a r d  a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  n e g a t i v e  f o r  
a n t i b o d i e s  t o  B^ _ a b o r t u s . A t  P I  d a y  1 6 ,  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  
B . a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  1 ,  2 a n d  3 w e r e  c a r d  t e s t  p o s i t i v e  
a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  t o  B.  
a b o r t u s . R e s p e c t i v e l y ,  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t i t e r s  i n  l a m b s  
1 ,  2 a n d  3 w e r e  1 : 4 1 ,  1 : 1 3  a n d  1 : 1 4 .
N e u t r o p h i l  P h a g o c y t i c  F u n c t i o n  —  P h a g o c y t o s i s  o f  B.  
a b o r t u s  a n d  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  
a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  
a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s  w a s  d e t e r m i n e d  ( T a b l e  2 ) ,  a n d  
t h e  c h a n g e  f r o m  b a s e l i n e  p e r c e n t a g e  ( D a y  0 )  w a s  c a l c u l a t e d  
( T a b l e  3 ) .  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  Bj_ a b o r t u s  b y  n e u t r o p h i l s  
f r o m  B_  ^ a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s  i n  
a u t o l o g o u s  s e r u m  w a s  c o m p a r e d  ( F i g  3 ) .  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  
B . a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  f r o m  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  
l a m b s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 5 )  h i g h e r  t h a n  t h e  
p h a g o c y t o s i s  o f  B_  ^ a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  f o r  s a l i n e  
i n o c u l a t e d  l a m b s .  U s i n g  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  t h e  p h a g o c y t o s i s  
o f  B_j_ a b o r t u s  i n  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
(P  < 0 . 0 5 )  h i g h e r  t h a n  t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  B ^  a b o r t u s  i n  
s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s  ( F i g  4 ) .  T h e r e  w a s  no  s i g n i f i c a n t  
(P > 0 . 0 5 )  d i f f e r e n c e  i n  t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  B ^  a b o r t u s  i n  
G e y ' s  s o l u t i o n  i n  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  
l a m b s .
T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  f r o m  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  (P > 0 . 0 5 )
T a b l e  2 -  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  B_  ^ a b o r t u s  a n d  a u r e u s  
b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  s a l i n e
i n o c u l a t e d  n e o n a t a l  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s ( n ) BA
P h a g o c y t o s i s  P e r c e n t a g e  
BF BG SA SF SG
0 ( 3 ) 62 29 1 1 43 36 25
2 ( 3 ) 37 16 2 2 38 41 16
4 ( 3 ) 49 23 16 56 46 41
8 ( 3 ) 46 18 16 50 28 16
16 ( 3 ) 30 1 0 9 56 2 2 29
B.  a b o r t u s
i n f e c t e d
0 ( 4 ) 25 0 0 64 28 16
2 ( 4 ) 51 3 1 8 8 56 52
4 ( 4 ) 45 1 0 83 40 24
8 ( 4 ) 53 46 23 82 47 47
16 ( 4 ) 64 26 4 8 8 54 2 1
PI Days = Days postinoculation, n = number of fetuses,
B = B^ abortus, A = autologous serum, F = fetal calf serum,
G = Gey's solution, S = S. aureus.
T a b l e  3 -  T h e  d i f f e r e n c e  i n  p h a g o c y t o s i s  o f  JB^ a b o r t u s  a n d  
S . a u r e u s  b y  n e u t r o p h i l s  a f t e r  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  
s a l i n e  i n o c u l a t i o n  o f  n e o n a t a l  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d  P e r c e n t a g e  d i f f e r e n c e  i n  p h a g o c y t o s i s
c o n t r o l s ( n ) BA BF BG SA SF SG
0 ( 3 ) 0 0 0 0 0 0
2 (3 ) - 2 4 -  8 + 1 0 - 1 3 0 -  5
4 ( 3 ) - 1 3 -  4 + 4 + 6 + 4 + 16
8 (3 ) - 1 5 -  9 + 4 + 4 - 1 4 -  7
16 ( 3 ) - 3 1 - 1 7 -  4 + 9 - 2 0 + 4
B.  a b o r t u s
i n f e c t e d
0 ( 4 ) 0 0 0 0 0 0
2 ( 4 ) + 26 + 3 + 1 + 28 + 31 + 34
4 ( 4 ) + 2 1 + 1 0 + 1 8 + 14 + 5
8 ( 4 ) + 30 + 46 + 23 + 1 7 + 17 - 2 9
16 ( 4 ) +40 +25 + 4 + 23 +28 + 7
PI Days = Days postinoculation, n = number of fetuses,
B = B_;_ abortus, A = autologous serum, F = fetal calf serum,
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F i g  3 —  A. c o m p a r i s o n  o f  c h a n g e  o f  p h a g o c y t o s i s  ( D F - P h a g )  b y  
n e u t r o p h i l s  f r o m  B_;_ a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  ( I )  a n d  s a l i n e  
i n o c u l a t e d  l a m b s  (C)  t h a t  p h a g o c y t o s e d  a b o r t u s  i n  
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F i g  4 —  A c o m p a r i s o n  o f  p h a g o c y t o s i s  ( D F - P h a g )  by  
n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  ( I )  a n d  s a l i n e  
i n o c u l a t e d  l a m b s  (C)  t h a t  p h a g o c y t o s e d  a b o r t u s  i n  f e t a l  
c a l f  s e r u m .
d i f f e r e n t  f r o m  t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  
s e r u m  f r o m  s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s .  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  S . 
a u r e u s  i n  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  i n  G e y ' s  s o l u t i o n  by  
n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
(P  < 0 . 0 5 )  h i g h e r  t h a n  t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  a u r e u s  i n  
f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  i n  G e y ' s  s o l u t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  
s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s  ( F i g  5)  a n d  ( F i g  6 ) .
N e u t r o p h i l  K i l l i n g  F u n c t i o n  —  K i l l i n g  o f  _B^ a b o r t u s  
a n d  S_^ a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  
G e y ' s  s o l u t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  
s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s  w a s  d e t e r m i n e d  ( T a b l e  4 ) ,  a n d  t h e  
c h a n g e  f r o m  b a s e l i n e  p e r c e n t a g e  ( D a y  0)  w a s  c a l c u l a t e d  
( T a b l e  5 ) .  I n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  t h e  p e r c e n t a g e  o f  
n e u t r o p h i l s  f r o m  13^ a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  t h a t  c o n t a i n e d  
k i l l e d  B^  a b o r t u s  o r g a n i s m s  w a s  s i g n i f i c a n t l y  ( P  < 0 . 0 5 )  
g r e a t e r  t h a n  n e u t r o p h i l s  f r o m  s a l i n e  i n o c u l a t e d  l a m b s  t h a t  
c o n t a i n e d  k i l l e d  B ^  a b o r t u s  o r g a n i s m s  ( F i g  7 ) .  I n  f e t a l  
c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n ,  n e u t r o p h i l s  f r o m  s a l i n e  
i n o c u l a t e d  l a m b s  t h a t  c o n t a i n e d  k i l l e d  B ^  a b o r t u s  o r g a n i s m s  
w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  (P  > 0 . 0 5 )  d i f f e r e n t  f r o m  n e u t r o p h i l s  
f r o m  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  t h a t  c o n t a i n e d  k i l l e d  B.  
a b o r t u s  o r g a n i s m s .
N e u t r o p h i l s  f r o m  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  t h a t  
c o n t a i n e d  k i l l e d  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  
f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  
( P  > 0 . 0 5 )  d i f f e r e n t  f r o m  n e u t r o p h i l s  f r o m  s a l i n e  i n o c u l a t e d  
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F i g  5 —  A c o m p a r i s o n  o f  p h a g o c y t o s i s  ( D F - P h a g )  b y  
n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  ( I )  a n d  s a l i n e  
i n o c u l a t e d  l a m b s  (C)  t h a t  p h a g o c y t o s e d  a u r e u s  i n  f e t a l  
c a l f  s e r u m .
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F i g  6  —  A c o m p a r i s o n  o f  p h a g o c y t o s i s  ( D F - P h a g )  by  
n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  ( I )  a n d  s a l i n e  
i n o c u l a t e d  l a m b s  (C)  t h a t  p h a g o c y t o s e d  S^_ a u r e u s  i n  G e y ' s  
s o l u t i o n .
T a b l e  4 -  T h e  k i l l i n g  o f  a b o r t u s  a n d  a u r e u s  
b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  s a l i n e
i n o c u l a t e d  n e o n a t a l  s h e e p
P I  D a y s  
U n i n f e c t e d  
c o n t r o l s  ( n ) BA
K i l l i n g  P e r c e n t a g e  
BF BG SA SF SG
0 ( 3 ) 30 9 4 1 0 5 2
2 ( 3) 19 4 1 4 4 0
4 ( 3 ) 2 3 0 20 4 4
8 ( 3 ) 25 2 5 18 4 0
16 ( 3 ) 1 10 0 10 0 1
B.  a b o r t u s
i n f e c t e d
0 ( 4 ) 3 0 0 6 2 2
2 ( 4 ) 38 13 0 13 12 10
4 ( 4 ) 15 0 0 3 1 0
8 (4 ) 18 17 5 1 1 21 2
16 ( 4 ) 52 7 0 8 2 2
PI Days = Days postinoculation, n = number of fetuses,
B = IB^  abortus, A = autologous serum, F = fetal calf serum,
G = Gey's solution, S = S. aureus.
T a b l e  5 -  T h e  d i f f e r e n c e  i n  k i l l i n g  o f  a b o r t u s  a n d  S . 
a u r e u s  b y  n e u t r o p h i l s  a f t e r  B_  ^ a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  s a l i n e  
i n o c u l a t i o n  o f  n e o n a t a l  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s ( n )
P e r c e n t a g e  
BA BF
d i f f e r e n c e  i n  
BG SA
k i l l i n g  
SF SG
0 ( 3 ) 0 0 0 0 0 0
2 ( 3 ) -  1 -  6 -1 1 -  8 -  5 0
4 ( 3 ) - 1 7 -  6 - 1 5 + 2 -  4 -  1
8 ( 3) “  6 -  6 -  4 -  6 -  5 -  3
16 ( 3 ) - 1 7 -  4 - 1 5 -  4 -  6 - 2 9
B.  a b o r t u s  
i n f e c t e d  
0 ( 4 ) 0 0 0 0 0 0
2 ( 4 ) + 15 + 1 0 + 7 + 4 + 5
4 ( 4 ) + 1 0 0 -  3 -  2 -  4
8 ( 4 ) + 7 + 5 + 19 + 2 + 7 -  1
16 ( 4 ) + 28 + 2 0 + 1 -  1 0
PI Days = Days postinoculation, n = number of fetuses,
B = B^ abortus, A = autologous serum, F = fetal calf serum,
G = Gey's solution, S = S. aureus.
F i g  7 
f r o m  B 
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— A c o m p a r i s o n  o f  k i l l i n g  (DF K i l l )  b y  n e u t r o p h i l s  
a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  ( I )  a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  
C) t h a t  c o n t a i n e d  k i l l e d  B .  a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s
autologous serum, fetal calf serum and Gey's solution.
D i s c u s s i o n
A l t h o u g h  a b o r t u s  w a s  i s o l a t e d  f r o m  s e v e r a l  o r g a n s ,  
g r o s s  a n d  m i c r o s c o p i c  l e s i o n s  w e r e  o n l y  o b s e r v e d  i n  t h e  
r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s .  T h e  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  w e r e  
c o n s i s t e n t  w i t h  a n d  s i m i l a r  t o  f i n d i n g s  i n  a b o r t u s  
i n f e c t e d  c a t t l e . 4
T h e  r e a s o n s  f o r  i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  p h a g o c y t i c  a n d  
k i l l i n g  f u n c t i o n s  a f t e r  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  t h i s  s t u d y  
w e r e  n o t  d e t e r m i n e d .  A n t i b o d i e s  e n h a n c e  n e u t r o p h i l  
p h a g o c y t o s i s  b y  o p s o n i z i n g  t h e  a n t i g e n  a n d  som e a n t i b o d i e s  
a l o n e  a r e  c a p a b l e  o f  k i l l i n g  b a c t e r i a . 9 4 , 9 5  w h i l e  
a n t i b o d i e s  ma y  h a v e  b e e n  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n c r e a s e d  
p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  b y  n e u t r o p h i l  f r o m  B^ _ a b o r t u s  
i n f e c t e d  l a m b s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  a t  P I  d a y  1 6 ,  a n t i b o d i e s  
w e r e  n o t  p r e s e n t  a t  P I  d a y s  0 ,  2 ,  4 a n d  8 a n d  c o u l d  n o t  h a v e  
a c c o u n t e d  f o r  i n c r e a s e d  p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  b e f o r e  P I  
d a y  1 6 .  M a c r o p h a g e  p h a g o c y t o s i s  o f  n o n b a c t e r i a l  p a r t i c u l a t e  
m a t t e r  i s  i n c r e a s e d  b y  f i b r o n e c t i n  w h i c h  i s  a  h i g h  m o l e c u l a r  
w e i g h t  o p s o n i c  p r o t e i n  p r e s e n t  i n  a c u t e  i n f l a m m a t o r y  
r e s p o n s e s . 96 j n t h e  p r e s e n c e  o f  s e r u m ,  f i b r o n e c t i n  
w a s  r e p o r t e d  t o  i n c r e a s e  n e u t r o p h i l  p h a g o c y t o s i s  o f  S . 
a u r e u s . 97 s i n c e  f i b r o n e c t i n s  c a n  be  r a p i d l y  p r o d u c e d  (1 
d a y  a f t e r  i n f e c t i o n )  t h e i r  p r e s e n c e  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  may 
p o s s i b l y  e x p l a i n  t h e  i n c r e a s e d  p h a g o c y t o s i s  o f  B.  a b o r t u s  i n
autologous serum at PI days 2, 4 and 8.
N e u t r o p h i l  p h a g o c y t o s i s ,  k i l l i n g  a n d  c h e m o t a x i s  a r e  
e n h a n c e d  d u r i n g  a c t i v e  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n s . 7 4 '  9 8 - 1 0 1 #
I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  c h e m o t a c t i c  f a c t o r s  i n t e r a c t  w i t h  
n e u t r o p h i l s  a n d  i n c r e a s e  n e u t r o p h i l  m e t a b o l i c  a n d  f u n c t i o n a l  
a b i l i t i e s . ^ ^ ^ 0 2  s u c h  a  m e c h a n i s m  w o u l d  e x p l a i n  t h e  
i n c r e a s e d  f u n c t i o n a l  a b i l i t i e s  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  B.  
a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  u s e d  i n  t h i s  s t u d y .
T h e  i s o l a t i o n  o f  B^_ a b o r t u s  f r o m  s e v e r a l  o r g a n s  o f  a l l  
B.  a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  i s  p r o o f  t h a t  t h e  o r g a n i s m s  
p e r s i s t  a t  l e a s t  17 d a y s  i n  i n f e c t e d  n e o n a t a l  s h e e p .  How 
t h e  Bj^ a b o r t u s  i n f e c t i o n  i s  e v e n t u a l l y  e l i m i n a t e d  i n  m o s t  
a n i m a l s  i n f e c t e d  i r i  u t e r o  o r  a s  n e o n a t e s  a n d  why n e o n a t e s  
a r e  m o r e  r e s i s t e n t  t o  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n  t h a n  a d u l t s  
r e m a i n  u n d e t e r m i n e d .
S i m i l a r i t i e s  i n  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  a n d  i m m u n o l o g i c a l  
r e s p o n s e s  i n  B_;_ a b o r t u s  i n f e c t e d  l a m b s  a n d  c a t t l e  s u g g e s t  
t h a t  t h e  l a m b  may s e r v e  a s  a  r e l i a b l e  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  
b o v i n e  b r u c e l l o s i s .
Chapter IV
M o r p h o l o g i c  L e s i o n s ,  H e m a t o l o g i c a l  a n d  I m m u n o l o g i c a l
R e s p o n s e s  a n d  N e u t r o p h i l  F u n c t i o n s  i n  A d u l t  S h e e p  
I n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s
I n t r o d u c t i o n
N o r m a l  a d u l t  c a t t l e  a r e  r e s i s t e n t  t o  m a ny  i n f e c t i o u s  
o r g a n i s m s .  M o s t  i n f e c t i o u s  a g e n t s  s t i m u l a t e  h u m o r a l ,  c e l l  
m e d i a t e d  a n d  p h a g o c y t i c  r e s p o n s e s .  I n  m o s t  i n s t a n c e s ,  t h e s e  
p r o p e r t i e s  c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e  t h e  p a r a s i t e  f r o m  t h e  
h o s t . ® 5 - 6 7  H o w e v e r ,  i n  a b o r t u s  i n f e c t i o n s ,  o r g a n i s m s  
t e n d  t o  l o c a l i z e  a n d  p e r s i s t  i n  t h e  ma mmary  g l a n d  a n d  l y m p h  
n o d e s . ^ , 1 2 , 2 6 , 2 7  T h i s  i s  i n  c o n t r a s t  t o  a b o r t u s  
i n f e c t i o n  i n  c a l v e s .  I n  c a l v e s ,  b r u c e l l a  o r g a n i s m s  a r e  
u s u a l l y  c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e d  f r o m  t h e  h o s t  a n d  s e l d o m  
l o c a l i z e  i n  t h e  mammary  g l a n d  o r  l y m p h  n o d e . 22  j n a  f ew 
i n s t a n c e s ,  in  u t e r o  o r  n e o n a t a l  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  a n i m a l s  
b e c o m e  s e r o l o g i c  p o s i t i v e  a n d  s h e d  o r g a n i s m s  i m m e d i a t e l y  
p r i o r  o r  a f t e r  a b o r t i o n  o r  p a r t u r i t i o n  ( l a t e n t l y  i n f e c t e d  
a n i m a l s ) . 2 3 , 2 4  T h e  g r e a t e r  r e s i s t a n c e  o f  n e o n a t a l  
c a l v e s  t o  B^ _ a b o r t u s  l o c a l i z a t i o n  a n d  p e r s i s t e n c e  i s  d u e  t o  
u n d e t e r m i n e d  r e s i s t a n c e  f a c t o r s .
T h e  u s e  o f  c a t t l e  i n  b o v i n e  b r u c e l l o s i s  r e s e a r c h  i s  
e x p e n s i v e  a n d  c o m p l i c a t e d  by  h o u s i n g  r e q u i r e m e n t s ,  s p a c e  a n d  
t e c h n i c a l  d i f f i c u l t i e s  ( h a n d l i n g  a n d  c o l l e c t i o n  o f  s a m p l e s ) .  
H e n c e  t h e r e  i s  n e e d  o f  a  c l o s e l y  r e l a t e d ,  l e s s  e x p e n s i v e ,
92
s m a l l e r ,  e a s i e r  t o  h a n d l e ,  B ^  a b o r t u s  s u s c e p t i b l e  
e x p e r i m e n t a l  m o d e l .  S h e e p  c a n  b e  n a t u r a l l y  a n d  
e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  w i t h  a b o r t u s , a n d  ma ny  a s p e c t s  o f  
t h e  n a t u r a l  a n d  e x p e r i m e n t a l  d i s e a s e  i n  s h e e p  m i m i c  b o v i n e  
b r u c e l l o s i s . 3 0 / 3 2 , 37 T h e y  a r e  l e s s  e x p e n s i v e ,  r e q u i r e  
s m a l l e r  h o u s i n g  u n i t s  a n d  p r e s e n t  f e w e r  t e c h n i c a l  p r o b l e m s  
t h a n  c a t t l e .  T h e  p u r p o s e s  o f  t h i s  s t u d y  w e r e :  t o  e v a l u a t e  
a d u l t  s h e e p  a s  a n  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  f o r  b o v i n e  b r u c e l l o s i s  
a n d ;  t o  d e t e r m i n e  t h e  r o l e  o f  n o n s p e c i f i c  h o s t  r e s i s t a n c e  i n  
B.  a b o r t u s  i n f e c t i o n .
M a t e r i a l s  a n d  M e t h o d s
E x p e r i m e n t a l  D e s i g n  —  Two e w e s  w e r e  i n f e c t e d  w i t h  B.  
a b o r t u s  a n d  2 e w e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  s a l i n e .  B l o o d  a n d  
s e r u m  s a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  b e f o r e  i n o c u l a t i o n  a n d  a t  
p o s t  i n o c u l a t i o n  ( P I )  d a y s  2 ,  4 ,  8 a n d  1 6 .  A l l  e w e s  w e r e  
s a c r i f i e d  a t  P I  d a y  1 7 .
A n i m a l s  —  F o u r  a d u l t ,  n o n - p r e g n a n t  e w e s  w e r e  o b t a i n e d  
f r o m  t h e  L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y  s h e e p  f a r m .  A n i m a l s  
w e r e  h o u s e d  o n  a  r o o f e d ,  o p e n  s l a b  w i t h  a  c o n c r e t e  f l o o r .  
T h e y  w e r e  f e d  h a y  a n d  w a t e r .  A l l  a n i m a l s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  
a n t i b o d i e s  t o  B ^  a b o r t u s  by  t h e  c a r d  t e s t  ( b u f f e r e d  b r u c e l l a  
a n t i g e n )  a n d  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t .
Two e w e s  w e r e  u s e d  a s  s a l i n e  i n o c u l a t e d  c o n t r o l s  a n d  2 
e w e s  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  (4 x 10 ^  
o r g a n i s m s )  i n  t h e  d o r s a l  n e c k  m u s c l e s .  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d
i n  d i p o t a s s i u m  e t h y l e n e d i a m i n o t e t r a a c e t a t e  ( EDTA) t u b e s  and  
s i l i c o n i z e d  g l a s s  t u b e s  a t  P I  d a y s  2 ,  4 ,  8 a n d  1 6 .  B l o o d  
c o l l e c t e d  i n  EDTA wa s  u s e d  i n  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n  t e s t s ,  a n d  
t o  o b t a i n  t o t a l  a n d  d i f f e r e n t i a l  l e u k o c y t e  c o u n t s .  S e r u m  
f r o m  b l o o d  c o l l e c t e d  i n  s i l i c o n i z e d  t u b e s  w a s  u s e d  i n  
b r u c e l l a  s e r o l o g i c  t e s t s  a n d  a s  a u t o l o g o u s  s e r u m  i n  
n e u t r o p h i l  f u n c t i o n  t e s t s .  T i s s u e s  w e r e  c o l l e c t e d  f o r  
c u l t u r e  a n d  f o r  h i s t o l o g i c  e v a l u a t i o n .  T i s s u e s  c o l l e c t e d  
f o r  h i s t o l o g i c  e v a l u a t i o n  w e r e  f i x e d  i n  10 p e r c e n t  4 ° C  
f o r m a l i n .
C u l t u r e  P r o c e d u r e s  —  T h e  t i s s u e s  s e l e c t e d  i n c l u d e d  
l u n g ,  k i d n e y ,  s p l e e n ,  l i v e r ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e ,  a n d  
c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  w h i c h  w e r e  c o l l e c t e d  u s i n g  a s e p t i c  
t e c h n i q u e  f o r  b a c t e r i o l o g i c a l  a n a l y s i s .  T i s s u e s  w e r e  
c u l t u r e d  i m m e d i a t e l y  o r  s t o r e d  o v e r n i g h t  a t  4 °C  a n d  c u l t u r e d  
w i t h i n  24  h o u r s  o f  h a r v e s t .
T i s s u e s  w e r e  p r e p a r e d  f o r  c u l t u r i n g  b y  c u t t i n g  i n t o  2 - 3  
mm p i e c e s  w i t h  a  s t e r i l e  s u r g i c a l  b l a d e .  T i s s u e  w e r e  p l a c e d  
i n  a  s t e r i l e  b l e n d e r  w i t h  10 t o  30 m l  o f  s t e r i l e  s a l i n e .
T h e  t i s s u e  s a l i n e  m i x t u r e  w a s  b l e n d e d  f o r  2 0 - 3 0  s e c o n d s .  
M i n c e d  t i s s u e s  w e r e  s t r e a k e d  o n  T r y p t i c  S o y  a g a r  p l a t e s 3 
w i t h  5 p e r c e n t  h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  s e r u m  a n d  b r u c e l l a  
s e l e c t i v e  m e d i a  81 ( w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  0 . 2  g L 
c y s t e i n e ,  1 : 5 0 0 0  a n d  0 . 2 5  gm e r y t h r i t o l ,  1 : 4 0 0 0  p e r  l i t e r ) .  
P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2 - 5  d a y s  i n  a  3 7 ° C  i n c u b a t o r .
a D i f c o  L a b o r a t o r i e s ,  D e t r o i t ,  M i c h i g a n .
B.  a b o r t u s  w a s  i d e n t i f i e d  a s  s m a l l  r o u n d ,  p a l e - h o n e y  
c o l o r e d  c o l o n i e s .  T h e s e  b a c t e r i a  w e r e  c o c c o b a c i l l i , Gr a m 
s t a i n  n e g a t i v e ,  u r e a s e  a n d  o x i d a s e  p o s i t i v e .
B a c t e r i a  —  S t o c k  c u l t u r e s  o f  S t a p h y l o c o c c u s  a u r e u s  
S t r a i n  520A^> w e r e  s t o r e d  a t  4 ° C  o n  T r y p t o s e  S o y  a g a r .  F o r  
d a i l y  u s e ,  s t o c k  S_;_ a u r e u s  w a s  i n o c u l a t e d  i n  5 - 1 0  ml  o f  
T r y p t o s e  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  1 6 - 2 0  h o u r s  a t  3 7°  C.  B a c t e r i a  
w e r e  w a s h e d  3 t i m e s  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n ,  
c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C  a n d  t h e  p e l l e t  
w a s  s u s p e n d e d  i n  5 ml  o f  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  
a b s o r b a n c e  r e a d i n g  w a s  a d j u s t e d  t o  . 2 0  -  . 2 5  o p t i c a l  d e n s i t y  
( O D ) . c  B a c t e r i a  w e r e  c u l t u r e d  o n  T r y p t o s e  S o y  a g a r  p l a t e s  
f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  t h e  n u m b e r  o f  b a c t e r i a  p e r  m l .  T h e  
m i c r o d r o p  p l a t i n g  m e t h o d  w a s  u s e d  f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n .
B.  a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8 ^  s t o c k  w a s  m a i n t a i n e d  i n  
s t e r i l e  s a l i n e .  S t o c k  IB^ a b o r t u s  w a s  i n o c u l a t e d  i n  T r y p t i c  
S o y  b r o t h  a n d  i n c u b a t e d  a t  3 7 ° C f o r  1 6 - 2 0  h o u r s .  B a c t e r i a  
w e r e  w a s h e d  3 t i m e s  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n ,  
c e n t r i f u g e d  a t  1 6 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 °C  a n d  t h e  p e l l e t  
w a s  s u s p e n d e d  i n  5 ml  o f  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  
a b s o r b a n c e  l e v e l  w a s  a d j u s t e d  t o  . 0 2  a n d  . 0 4  OD.  B a c t e r i a  
w e r e  c u l t u r e d  o n  T r y p t i c  S o y  a g a r  p l a t e s  e n r i c h e d  w i t h  5
^ D r .  H.  C o x ,  D e p a r t m e n t  o f  M i c r o b i o l o g y  a n d  P a r a s i t o l o g y ,  
S c h o o l  o f  V e t e r i n a r y  M e d i c i n e ,  L o u i s i a n a  S t a t e  U n i v e r s i t y ,  
B a t o n  R o u g e ,  L o u i s i a n a  7 0 8 0 3 .  
c S p e c t r o n i c  20 S p e c t r o p h o t o m e t e r s ,  B a u s c h  a n d  L o m b ,  I n c . ,  
R o c h e s t e r ,  New Y o r k .
^ D r .  B.  L .  D e y o e ,  N a t i o n a l  A n i m a l  D i s e a s e  C e n t e r ,
A g r i c u l t u r e  R e s e a r c h  S e r v i c e ,  U n i t e d  S t a t e s  D e p a r t m e n t  o f  
A g r i c u l t u r e ,  Ame s ,  I o w a  5 0 0 1 0 .
p e r c e n t  h e a t - i n a c t i v a t e d  h o r s e  s e r u m  f o r  d e t e r m i n a t i o n  o f  
t h e  n u m b e r  o f  b a c t e r i a  p e r  m l .  T h e  m i c r o d r o p  p l a t i n g  m e t h o d  
w a s  u s e d  f o r  t h i s  d e t e r m i n a t i o n .
T i s s u e  P r o c e s s i n g  —  F r e s h l y  c o l l e c t e d  s e c t i o n s  o f  
l i v e r ,  l u n g ,  s p l e e n ,  k i d n e y ,  i n t e s t i n a l  l y m p h  n o d e  a n d  
c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  w e r e  f i x e d  a t  1 0  p e r c e n t  f o r m a l i n  a t  
4° C.  T i s s u e s  w e r e  s t o r e d  i n  c o l d  f o r m a l i n .
T i s s u e s  w e r e  e m b e d d e d  i n  p l a s t i c  a s  d e s c r i b e d . ^2  ^
5 g p a c k  o f  w h i t e  p o w d e r ,  b e n z o y l  p e r o x i d e  ( c a t a l y s t ) ,  w a s  
a d d e d  t o  5 g o f  a  l i q u i d ,  2 - b u t o x y  e t h a n o l  ( s o l u t i o n  B ) , a n d  
m i x e d  w i t h  a  m a g n e t i c  s t i r r e r .  I n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  w a s  
p r e p a r e d  by  m i x i n g  5 ml  o f  s o l u t i o n  B w i t h  50 m l  o f  h y d r o x y  
e t h y l  m e t h a c r y l a t e  ( s o l u t i o n  A ) . S e c t i o n s  o f  t i s s u e s  w e r e  
a d d e d  t o  t h i s  i n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  a n d  p l a c e d  i n  a  v a c u u m  
d e s s i c a t o r .  A v a c u u m  w a s  e s t a b l i s h e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4°C 
f o r  24 h o u r s .  A f t e r  24 h o u r s  t h e  i n f i l t r a t i n g  s o l u t i o n  was  
c h a n g e d  a n d  a n o t h e r  v a c u u m  w a s  c r e a t e d  a n d  m a i n t a i n e d  a t  4°C 
f o r  a n  a d d i t i o n a l  24 h o u r s .
T h e  e m b e d d i n g  s o l u t i o n  w a s  p r e p a r e d  b y  m i x i n g  50  m l  o f  
s o l u t i o n  A w i t h  5 ml  o f  s o l u t i o n  B a n d  2 ml  o f  N - N - d i m e t h y l  
a n i l i n e  ( s o l u t i o n  C ) . Two t o  t h r e e  ml  a l i q u o t s  w e r e  
p i p e t t e d  i n t o  t h e  l o w e r  d e p r e s s i o n s  o f  p l a s t i c  m o l d s .  
I n f i l t r a t e d  t i s s u e  s p e c i m e n s  w e r e  p l a c e d  i n  t h e  m o l d s  a n d  
c o v e r e d  w i t h  t h e  e m b e d d i n g  s o l u t i o n .  T h e  m o l d s  w e r e  p l a c e d  
i n  a  v a c u u m  d e s s i c a t o r .  A v a c u u m  w a s  c r e a t e d  a n d  t h e  v a c u u m  
d e s s i c a t o r  w a s  m a i n t a i n e d  a t  4°C f o r  4 8  h o u r s  t o  a l l o w  
p o l y m e r i z a t i o n .
U s i n g  a  m i c r o t o m e e  w i t h  a  g l a s s  k n i f e  h o l d e r ,  p l a s t i c  
e m b e d d e d  t i s s u e s  w e r e  c u t  i n  2  m i c r o n  s e c t i o n s  w i t h  a  g l a s s  
k n i f e .  S e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  h e m a t o x y l i n  a n d  e o s i n .  
S e l e c t e d  t i s s u e s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e .
H e m a t o l o g y  —  B l o o d  w a s  c o l l e c t e d  i n  EDTA t u b e s .  T h i s  
b l o o d  w a s  u s e d  f o r  p r e p a r a t i o n  o f  b l o o d  s m e a r s .  T o t a l  
l e u k o c y t e  c o u n t s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  an  e l e c t r o n i c  c e l l  
c o u n t e r . f  B l o o d  s m e a r s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  a  m o d i f i e d  
W r i g h t ' s  s t a i n . 9 A l l  b l o o d  s m e a r s  w e r e  e x a m i n e d  w i t h  a n  
o i l  i m m e r s i o n  l e n s  f o r  d i f f e r e n t i a l  c e l l  c o u n t s .  
A d d i t i o n a l l y ,  b l o o d  s m e a r s  w e r e  s t a i n e d  f o r  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  a f t e r  f i x a t i o n  f o r  6 0  s e c o n d s  i n  a  pH 6 . 1 6  f i x a t i v e  
c o m p o s e d  o f :  KH2 PO4 , 1 0 0  m g ;  d i s t i l l e d  H2 O ,  30 m l ;
a c e t o n e ,  45 m l ;  a n d  f o r m a l i n  ( 3 0 % ) ,  25  m l . ® 3  
A d d i t i o n a l l y ,  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n i n g  w a s  o b t a i n e d  b y  
i n c u b a t i n g  f i x e d  b l o o d  s m e a r s  i n  a  s o l u t i o n  c o m p o s e d  o f :  
S o r e n s o n ' s  p h o s p h a t e  b u f f e r ,  4 4 . 5  m l ;  h e x a z o l i z e d
p a r a r o s a n i l i n e , 0 . 2 5  m l ;  a n d  a l p h a - n a p h t h y l  b u t y r a t e
s o l u t i o n ,  3 m l .  I n c u b a t i o n  w a s  f o r  45  m i n u t e s  i n  a  3 7°  C 
w a t e r  b a t h .  S m e a r s  w e r e  w a s h e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  
c o u n t e r  s t a i n e d  i n  a  0 . 5  p e r c e n t  m e t h y l  g r e e n  s o l u t i o n  f o r  1
m i n u t e .  S m e a r s  w e r e  t h e n  w a s h e d  3 t i m e s  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .
T h e y  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  c o v e r s l i p p e d .  A l l  s m e a r s  w e r e
e S o r v a l l  P o r t e r - B l u m  M i c r o t o m e ,  I v a n  S o r v a l l  I n c o r p o r a t e d ,  
N e w t o w n ,  C o n n e c t i c u t  0 6 4 7 0 .
^ H o u l t e r  E l e c t r o n i c s  I n c o r p o r a t e d ,  H i a l e a h ,  F l o r i d a .
9 D i f f  Q u i k ,  A m e r i c a n  S c i e n t i f i c  P r o d u c t s ,  D i v i s i o n  o f  
A m e r i c a n  H o s p i t a l  S u p p l y  C o r p o r a t i o n ,  McGraw P a r k ,  I I .
T h e y  w e r e  a i r  d r i e d  a n d  c o v e r s l i p p e d .  A l l  s m e a r s  w e r e  
e x a m i n e d  w i t h  a n  o i l  i m m e r s i o n  l e n s  f o r  d i f f e r e n t i a l  c e l l  
c o u n t s  a n d  n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  p o s i t i v e  ( m o n o c y t e s )  a n d  
n e g a t i v e  c e l l s .
N e u t r o p h i l  P h a g o c y t o s i s  a n d  K i l l i n g  A s s a y  —  N e u t r o p h i l  
p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  a s s a y e d  by  
m o d i f i c a t i o n s  o f  P a n t a z i s '  m e t h o d ® ^  u s i n g  a c r i d i n e  
o r a n g e . h  B l o o d  c o l l e c t e d  i n  EDTA w a s  w a s h e d  2 t i m e s  i n  
p h y s i o l o g i c  s a l i n e  a n d  o n c e  i n  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n  
f o l l o w e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 0 0  x g  f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  
A p p r o x i m a t e l y  0 . 5  x 10® l e u k o c y t e s  ( i n  0 . 3  m l  o f  p e l l e t e d  
b l o o d )  w e r e  m i x e d  w i t h  30  x 10® b a c t e r i a  ( S ^  a u r e u s  S t r a i n  
52 0 A o r  B_;_ a b o r t u s  S t r a i n  2 3 0 8  s u s p e n d e d  i n  0 . 5  ml  o f  
p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n )  a n d  0 . 2  m l  s e r u m  ( a u t o l o g o u s  o r  
f e t a l  c a l f  s e r u m )  o r  0 . 2  ml  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  s o l u t i o n .
S i x  a s s a y  m i x t u r e s  p r e p a r e d  on  e a c h  s a m p l e  i n c l u d e d :  
p e l l e t e d  b l o o d  a n d  a b o r t u s  m i x e d  w i t h  1 ) a u t o l o g o u s  
s e r u m ,  2 )  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  3 )  a n d  p h y s i o l o g i c  G e y ' s  
s o l u t i o n ,  a n d  p e l l e t e d  b l o o d  a n d  S ^  a u r e u s  m i x e d  w i t h ,  4 )  
a u t o l o g o u s  s e r u m ,  5)  f e t a l  c a l f  s e r u m ,  a n d  6 ) p h y s i o l o g i c  
G e y ' s  s o l u t i o n .  T h e  6  s a m p l e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  6 0  m i n u t e s  
i n  a  3 7 ° C  w a t e r  b a t h  t h a t  r o t a t e d  2 0 0  r e v o l u t i o n s  p e r  
m i n u t e .  A f t e r  i n c u b a t i o n ,  a l l  t u b e s  w e r e  v o r t e x e d  a n d  
c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  x g f o r  10 m i n u t e s  a t  4 ° C .  A l l  s a m p l e s  
w e r e  s t o r e d  a t  4°C a n d  e x a m i n e d  w i t h i n  4 h o u r s .
^ F i s h e r  S c i e n t i f i c  C o m p a n y ,  C h e m i c a l  M a n u f a c t u r i n g  
D i v i s i o n ,  F a i r  L a w n ,  New J e r s e y ,  0 7 4 1 0 .
T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  r e m o v e d  a n d  a  d r o p  o f  p e l l e t e d  
b l o o d  a n d  a  d r o p  o f  0 . 1 4  p e r c e n t  a c r i d i n e  o r a n g e  w a s  a d d e d  
t o  a  c l e a n  g l a s s  s l i d e  a n d  c o v e r s l i p p e d . C e l l s  w e r e  
e x a m i n e d  w i t h  a  f l u o r e s c e n t  m i c r o s c o p e . 1  T h e  63X a n d  t h e  
100X o i l  i m m e r s i o n  l e n s  a n d  a n  e p i f l u o r e s c e n t  l i g h t  s o u r c e  
w i t h  a  510mm f i l t e r  w e r e  u s e d  t o  e x a m i n e  w e t  m o u n t s .  T h r e e  
r e p l i c a t e s  o f  1 0 0  l e u k o c y t e s  w e r e  c o u n t e d  f o r  e a c h  a s s a y  
m i x t u r e .  N e u t r o p h i l s  t h a t  i n g e s t e d  1 o r  m o r e  b a c t e r i a l  
o r g a n i s m s  w e r e  c o n s i d e r e d  p h a g o c y t i c .  N e u t r o p h i l s  t h a t  
c o n t a i n e d  1 o r  m o r e  d e a d  ( r e d )  b a c t e r i a l  o r g a n i s m s  w e r e  
c o u n t e d  a s  n e u t r o p h i l s  w h i c h  h a d  k i l l e d  b a c t e r i a .
C a l c u l a t i o n s  o f  p h a g o c y t y t i c  a n d  k i l l i n g  f u n c t i o n s  w e r e  
o b t a i n e d  f r o m  2  f o r m u l a s :
n e u t r o p h i l s  i n g e s t i n g
P h a g o c y t o s i s  %  1 o r  m o r e  o g a n i s m s ________ X 100
t o t a l  n e u t r o p h i l s  c o u n t e d
K i l l i n g  % n e u t r o p h i l s  c o n t a i n i n g
1 o r  m o r e  d e a d  o r g a n i s m s  X 10 0 
t o t a l  n e u t r o p h i l s  i n g e s t i n g  b a c t e r i a
B a s e l i n e  p h a g o c y t i c  a n d  k i l l i n g  l e v e l s  w e r e  o b t a i n e d  i n  
d a y  0 e w e s  ( b e f o r e  s a l i n e  o r  a b o r t u s  i n o c u l a t i o n ) .  T h e  
c h a n g e  i n  n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d  a n d  k i l l e d  B.  
a b o r t u s  a n d  a u r e u s  a f t e r  B_;_ a b o r t u s  i n f e c t i o n  w a s  
c o m p a r e d  w i t h  t h e  c h a n g e  i n  n e u t r o p h i l s  t h a t  p h a g o c y t o s e d
■'•Carl Z e i s s ,  D 7 0 8 2  O b e r k o c h e n ,  W e s t  G e r m a n y .
a n d  k i l l e d  B_  ^ a b o r t u s  a n d  a u r e u s  a f t e r  s a l i n e  
i n o c u l a t i o n .
S e r o l o g y  —  T h e  c a r d  ( b u f f e r e d  b r u c e l l a  
a n t i g e n ) a n a  t h e  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  w e r e  u s e d  t o  
d e t e c t  b r u c e l l a  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s . 1 4 , 6 1
S t a t i s t i c a l  A n a l y s i s  —  D a t a  w e r e  e v a l u a t e d  b y  
a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  w i t h  t h e  D u n c a n ' s  M u l t i p l e  R a n g e  t e s t  
f o r  m e a n s  s e p a r a t i o n .
RESULTS
C u l t u r e  -  A t  t h e  t i m e  o f  s a c r i f i c e ,  P I  d a y  1 7 ,  b o t h  
u n i n f e c t e d  c o n t r o l  e w e s  w e r e  n e g a t i v e  f o r  a b o r t u s  a n d  
b o t h  a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  w e r e  p o s i t i v e  f o r  a b o r t u s . 
by  b a c t e r i o l o g i c a l  c u l t u r e .  B^ _ a b o r t u s  w a s  i s o l a t e d  o n l y  
f r o m  t h e  l i v e r  o f  b o t h  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s .
P a t h o l o g y  —  G r o s s  a b n o r m a l i t i e s  w e r e  l i m i t e d  t o  m a r k e d  
d i f f u s e  e n l a r g e m e n t  o f  t h e  c e r v i c a l  l y m p h  n o d e  o f  B ^  a b o r t u s  
i n f e c t e d  e w e  3 1 8 5 .
C e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  f r o m  b o t h  c o n t r o l  s h e e p  w e r e  
c h a r a c t e r i z e d  b y  m o d e r a t e l y  t h i c k  c o r t i c e s  a n d  m o d e r a t e l y  
c e l l u l a r  s i n u s e s  a n d  m e d u l l a r y  c o r d s .  C o r t i c e s  c o n t a i n e d  a 
f e w  s e c o n d a r y  f o l l i c l e s  a n d  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  l y m p h o c y t e s .  
S i n u s e s  c o n t a i n e d  f o a m y  m a c r o p h a g e s  w i t h  a b u n d a n t  
e o s i n o p h i l i c  c y t o p l a s m ,  a  f e w  l y m p h o c y t e s  a n d  o c c a s i o n a l  
n e u t r o p h i l s  a n d  e o s i n o p h i l s .  M e d u l l a r y  c o r d s  w e r e  p o p u l a t e d  
b y  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  l y m p h o c y t e s ,  a  f e w  p l a s m a  c e l l s  a n d
o c c a s i o n a l  e o s i n o p h i l s .
C e r v i c a l  l y m p h  n o d e s  f r o m  i n f e c t e d  s h e e p  h a d  m o d e r a t e l y  
t h i c k e n e d  c o r t i c e s  w i t h  n u m e r o u s  p r o m i n e n t  s e c o n d a r y  
l y m p h o i d  f o l l i c l e s  ( F i g  1)  a n d  m o d e r a t e l y  t h i c k e n e d  
p a r a c o r t i c a l  a r e a s .  M e d u l l a r y  c o r d s  a n d  s u b c a p s u l a r  s i n u s e s  
w e r e  s l i g h t l y  t o  m a r k e d l y  h y p e r c e l l u l a r . S m a l l  t o  
m o d e r a t e  s i z e  a r e a s  a r o u n d  s e c o n d a r y  f o l l i c l e s  w e r e  
f r e q u e n t l y  p o p u l a t e d  by  d e n s e  a c c u m u l a t i o n s  o f  p l a s m a  c e l l s .  
M e d u l l a r y  c o r d s  c o n t a i n e d  n u m e r o u s  p l a s m a  c e l l s  a n d  f o c i  o f  
f e w  t o  m o d e r a t e  n u m b e r s  o f  m o n o n u c l e a r  a n d  s e g m e n t e d  
l e u k o c y t e s  w i t h  l a r g e  e o s i n o p h i l i c  g r a n u l e s  ( F i g  2 ) .
S i n u s e s  c o n t a i n e d  s l i g h t l y  t o  m o d e r a t e l y  i n c r e a s e d  n u m b e r s  
o f  m a c r o p h a g e s .
S p l e e n s  f r o m  b o t h  i n f e c t e d  e w e s  h a d  m o d e r a t e l y  
h y p o c e l l u l a r  r e d  p u l p  a n d  p r o m i n e n t  l y m p h o i d  f o l l i c l e s .  I n  
t h e  r e d  p u l p  t h e r e  w e r e  a  f e w  p l a s m a  c e l l s  a n d  p r o m i n e n t  
r e t i c u l u m  c e l l s .  No s i g n i f i c a n t  l e s i o n s  w e r e  p r e s e n t  i n  t h e  
l i v e r ,  l u n g ,  k i d n e y  a n d  a d r e n a l  g l a n d .
H e m a t o l o g y  —  T h e r e  w a s  n o  s i g n i f i c a n t  (P > 0 . 0 5 )  
d i f f e r e n c e  i n  t h e  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  i n  jB^ a b o r t u s  
i n f e c t e d  e w e s  a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  e w e s .  W i t h  t h e  
n o n s p e c i f i c  e s t e r a s e  s t a i n ,  m o n o c y t e s  s t a i n e d  b r i g h t  r e d .  
L e u k o c y t e  d i f f e r e n t i a l  c o u n t s  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  n o n s p e c i f i c  
e s t e r a s e  s t a i n  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  u s i n g  t h e  
m o d i f i e d  W r i g h t ' s  s t a i n .
S e r o l o g y  —  A l l  s e r u m  s a m p l e s  f r o m  b o t h  s a l i n e  
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F i g  1 —  Lymph n o d e  f r o m  a  JB^ a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e .  T h e r e  
a r e  p r o m i n e n t  s e c o n d a r y  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  ( F ) .  H & E 




F i g  2 —  Lymph n o d e  f r o m  a  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e .  T h e  
m e d u l l a r y  c o r d s  c o n t a i n  n u m e r o u s  p l a s m a  c e l l s  ( P C ) . H & 
s t a i n s ;  X 4 0 0 .
f r o m  b o t h  Ek a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  w e r e  c a r d  t e s t  a n d  
c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  n e g a t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  t o  B.  
a b o r t u s . P o s t i n o c u l a t i o n  d a y  8  a n d  16 s e r u m  s a m p l e s  f r o m  B . 
a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  w e r e  c a r d  t e s t  p o s i t i v e  f o r  a n t i b o d i e s  
t o  Ek a b o r t u s . T h e  P I  d a y  16 s e r u m  s a m p l e  f r o m  o n e  B.  
a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e  h a d  a  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t i t e r  o f  
1 : 4 1 .
N e u t r o p h i l  P h a g o c y t i c  F u n c t i o n  - -  P h a g o c y t o s i s  o f  B.  
a b o r t u s  a n d  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  
a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  
a n d  s a l i n e  i n o c u l a t e d  e w e s  w a s  d e t e r m i n e d  ( T a b l e  1 ) ,  a n d  t h e  
c h a n g e  f r o m  b a s e l i n e  p e r c e n t a g e  ( D a y  0 )  w a s  c a l c u l a t e d  
( T a b l e  2 ) .  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  B^ _ a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s  
s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  w a s  n o t  
s i g n i f i c a n t l y  ( P  > 0 . 0 5 )  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  
B . a b o r t u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  
s o l u t i o n  i n  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s .  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  
S . a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  
s o l u t i o n  i n  s a l i n e  i n o c u l a t e d  e w e s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  (P 
> 0 . 0 5 )  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  p h a g o c y t o s i s  o f  a u r e u s  i n  
a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  i n  B.  
a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s .
N e u t r o p h i l  K i l l i n g  F u n c t i o n  —  K i l l i n g  o f  B^ _ a b o r t u s  
a n d  a u r e u s  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  
G e y ' s o l u t i o n  by  n e u t r o p h i l s  f r o m  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  
s a l i n e  i n o c u l a t e d  e w e s  w a s  d e t e r m i n e d  ( T a b l e  3 ) ,  a n d  t h e  
c h a n g e  f r o m  b a s e l i n e  p e r c e n t a g e  ( D a y  0 )  w a s  c a l c u l a t e d
T a b l e  1 -  T h e  p h a g o c y t o s i s  o f  B^ a b o r t u s  a n d S .  a u r e u s
b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  B. a b o r t u s i n f e c t e d  a n d s a l i n e
i n o c u l a t e d a d u l t s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s ( n ) BA
P h a g o c y t o s i s  
BF BG
P e r c e n t a g e  
SA SF SG
0 ( 2 ) 35 34 15 59 58 41
2 ( 2 ) 37 16 5 72 72 56
4 ( 2 ) 27 2 1 1 1 65 69 67
8 ( 2 ) 28 2 1 8 64 78 47
16 ( 2 ) 42 39 23 75 74 51
B.  a b o r t u s
i n f e c t e d
0 ( 2 ) 33 14 7 77 77 54
2 ( 2 ) 58 2 1 15 87 83 67
4 ( 2 ) 56 34 17 90 73 64
8 ( 2 ) 62 24 2 2 80 70 51
16 ( 2 ) 57 7 9 55 64 48
P I  D a y s  = D a y s  p o s t i n o c u l a t i o n ,  n = n u m b e r  o f  f e t u s e s ,
B = JLi. a b o r t u s , A = a u t o l o g o u s  s e r u m ,  F = f e t a l  c a l f  s e r u m ,  
G = G e y ' s  s o l u t i o n ,  S = S .  a u r e u s .
T a b l e  2 -  T h e  d i f f e r e n c e  i n  p h a g o c y t o s i s  o f  a b o r t u s  a n d  
S . a u r e u s  b y  n e u t r o p h i l s  a f t e r  a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  
s a l i n e  i n o c u l a t i o n  o f  a d u l t  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d  P e r c e n t a g e  d i f f e r e n c e  o f  p h a g o c y t o s i s
c o n t r o l s ( n ) BA BF BG SA SF SG
0 ( 2 ) 0 0 0 0 0 0
2 ( 2 ) + 2 - 1 8 - 1 0 + 13 + 13 + 15
4 ( 2 ) -  8 - 1 3 -  4 + 6 + 9 +26
8 ( 2 ) -  7 - 1 3 -  7 + 5 + 19 + 6
16 ( 2 ) + 7 + 5 + 8 + 16 + 15 + 1 0
B.  a b o r t u s  
i n f e c t e d  
0  ( 2 ) 0 0 0 0 0 0
2 ( 2 ) + 25 + 7 + 8 + 1 0 + 5 + 13
4 ( 2 ) +2 3 + 2 0 + 1 0 + 13 -  4 + 1 0
8 ( 2 ) + 29 + 1 0 + 15 + 3 -  7 -  3
16 ( 2 ) +24 -  7 + 2 - 2 2 - 1 3 -  6
P I  D a y s  = D a y s p o s t  i n o c u l a t i o n , n = n u m b e r  o f f e t u s e s r
B = B^  a b o r t u s , A = a u t o l o g o u s  s e r u m ,  F = f e t a l  c a l f  s e r u m ,  
G = G e y ' s  s o l u t i o n ,  S = S .  a u r e u s .
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T a b l e  3 -  T h e  k i l l i n g  o f  a b o r t u s  a n d  a u r e u s  
b y  n e u t r o p h i l s  f r o m  a b o r t u s  i n f e c t e d  a n d  s a l i n e
i n o c u l a t e d  a d u l t  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d
c o n t r o l s ( n ) BA
K i l l i n g  
BF BG
P e r c e n t a g e
SA SF SG
0 ( 2 ) 6 2 1 5 3 1
2 ( 2 ) 2 0 9 2 0 29 17 31
4 ( 2 ) 26 0 0 34 1 1 7
8 ( 2 ) 2 1 14 8 2 0 7 3
16 ( 2 ) 23 1 1 4 23 4 3
B.  a b o r t u s  
i n f e c t e d  
0 ( 2 ) 9 0 0 13 8 6
2 ( 2 ) 28 2 2 6 17 8 2
4 ( 2 ) 64 19 3 30 1 1 5
8 ( 2 ) 33 18 0 19 2 0
16 ( 2 ) 60 0 0 26 0 0
P I  D a y s  = D a y s  p o s t i n o c u l a t i o n ,  n = n u m b e r  o f  f e t u s e s ,
B = B^ _ a b o r t u s , A = a u t o l o g o u s  s e r u m ,  F = f e t a l  c a l f  s e r u m ,  
G = G e y * s  s o l u t i o n ,  S = S .  a u r e u s .
103
T a b l e  4 -  T h e  d i f f e r e n c e  i n  k i l l i n g  o f  a b o r t u s  a n d  S . 
a u r e u s  b y  n e u t r o p h i l s  a f t e r  a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d  s a l i n e  
i n o c u l a t i o n  o f  a d u l t  s h e e p
P I  D a y s
U n i n f e c t e d  P e r c e n t a g e  d i f f e r e n c e  i n  k i l l i n g
c o n t r o l s  ( n )  BA BF BG SA SF SG
0 ( 2 ) 0 0 0 0 0 0
2 ( 2 ) + 14 + 7 + 19 + 24 + 14 + 30
4 ( 2 ) + 20 -  2 -  1 + 29 + 8 + 6
8 ( 2 ) + 15 + 12 + 7 + 15 + 4 + 2
16 ( 2 ) + 17 + 9 + 3 + 18 + 1 + 2
B.  a b o r t u s  
i n f e c t e d
0 (2 ) 0 0 0 0 0 n\J
2 (2 ) + 19 + 22 + 6 + 14 0 -  4
4 ( 2 ) +55 + 19 + 3 + 7 + 3 -  1
8 ( 2 ) + 24 + 18 0 + 6 -  6 -  6
16 ( 2 ) +41 0 0 + 13 -  8 -  6
P I  D a y s  = D a y s  p o s t i n o c u l a t i o n , n = n u m b e r  o f  f e t u s e s ,
B = B ^  a b o r t u s , A = a u t o l o g o u s  s e r u m ,  F = f e t a l  c a l f  s e r u m ,  
G = G e y ' s  s o l u t i o n ,  S = S .  a u r e u s .
(Table 4). Neutrophils from B^ abortus infected ewes that
c o n t a i n e d  k i l l e d  a b o r t u s  o r g a n i s m  i n  a u t o l o g o u s  s e r u m ,  
f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  (P  
> 0 . 0 5 )  d i f f e r e n t  f r o m  n e u t r o p h i l s  f r o m  s a l i n e  i n o c u l a t e d  
e w e s  t h a t  c o n t a i n e d  k i l l e d  B ^  a b o r t u s  o r g a n i s m s  i n  
a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n .  I n
a u t o l o g o u s  s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n
n e u t r o p h i l s  f r o m  s a l i n e  i n o c u l a t e d  e w e s  t h a t  c o n t a i n e d
k i l l e d  a u r e u s  o r g a n i s m s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  ( P  > 0 . 0 5 )
d i f f e r e n t  f r o m  n e u t r o p h i l s  f r o m  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  
t h a t  c o n t a i n e d  k i l l e d  a u r e u s  o r g a n i s m s  i n  a u t o l o g o u s  
s e r u m ,  f e t a l  c a l f  s e r u m  a n d  G e y ' s  s o l u t i o n .
D i s c u s s i o n
T h e  i s o l a t i o n  o f  B ^  a b o r t u s  f r o m  o n l y  t h e  l i v e r  o f  b o t h  
B .  a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  s u g g e s t  t h a t  B^ _ a b o r t u s  may 
l o c a l i z e  i n  t h e  l i v e r  o f  n o n - p r e g n a n t  e w e s .  T h e  r e s t r i c t i o n  
o f  g r o s s  a n d  m i c r o s c o p i c  l e s i o n s  t o  r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s  w a s  
e v i d e n c e  t h a t  B_;_ a b o r t u s  w a s  m i l d l y  p a t h o g e n i c  i n  e w e s .  
S i m i l a r  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  w e r e  r e p o r t e d  i n  IB^ a b o r t u s  
i n f e c t e d  p r e g n a n t  c a t t l e . 4
T h e  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e  i n  JB^ a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  
w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  h e m a t o l o g i c a l  
r e s p o n s e  i n  s a l i n e  i n o c u l a t e d  e w e s .  T h e  s t a t i s t i c a l l y  
i n s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  p e r c e n t a g e  o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  
B . a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  t o  p h a g o c y t o s e  a n d  k i l l  B.  a b o r t u s
i n  a u t o l o g o u s  s e r u m  s u g g e s t s  t h a t  a b o r t u s  s p e c i f i c  
a n t i b o d y  ( p r e s e n t  a t  P I  d a y s  8  a n d  1 6 )  o p s o n i z a t i o n  d i d  n o t  
e n h a n c e  n e u t r o p h i l  p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  o f  a b o r t u s . 
S i m i l a r  f i n d i n g s  h a v e  b e e n  r e p o r t e d  i n  a d u l t  B ^  a b o r t u s  
i n f e c t e d  g u i n e a  p i g s . 70
I n  B_j_ a b o r t u s  i n f e c t e d  e w e s  e m p l o y e d  i n  t h i s  s t u d y ,  
m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  a n d  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e s  w e r e  s i m i l a r  
t o  c h a n g e s  o b s e r v e d  i n  a d u l t  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t e d  c a t t l e .  
T h e s e  f i n d i n g s  s u g g e s t  t h a t  a d u l t  n o n - p r e g n a n t  e w e s  ma y  
s e r v e  a s  a d e q u a t e  e x p e r i m e n t a l  m o d e l s  f o r  b r u c e l l o s i s  i n  
n o n - p r e g n a n t  c a t t l e .
Chapter V
Summary and Conclusion
T h e  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  i n  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  s h e e p  
i n f e c t e d  w i t h  B^ _ a b o r t u s  w e r e  s i m i l a r  t o  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s  
i n  c a t t l e  i n f e c t e d  w i t h  a b o r t u s ♦ I n f e c t e d  n e o n a t a l  a n d
a d u l t  s h e e p  h a d  m o d e r a t e l y  t o  m a r k e d l y  e n l a r g e d  r e g i o n a l  
l y m p h  n o d e s  w i t h  p r o m i n e n t  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  m e d u l l a r y  
c o r d s  p o p u l a t e d  b y  n u m e r o u s  p l a s m a  c e l l s .  G r a n u l o m a s  
f r e q u e n t l y  o b s e r v e d  i n  l y m p h  n o d e s  o f  a b o r t u s  i n f e c t e d  
c a t t l e  w e r e  n o t  o b s e r v e d  i n  t h e s e  B a b o r t u s  i n f e c t e d  s h e e p .  
T h i s  ma y  b e  a  c o n s e q u e n c e  o f  t i m e  a s  t h e s e  s h e e p  l e s i o n s  
w e r e  o b s e r v e d  a t  p o s t i n o c u l a t i o n  ( P I )  d a y  17 a n d  c a t t l e  w e r e  
c h r o n i c a l l y  i n f e c t e d .  T h e  r e l a t i v e l y  m i l d  s h e e p  l e s i o n s  
a l s o  s u g g e s t  t h a t  t h e y  a r e  l e s s  s u s c e p t i b l e  t o  JB^ a b o r t u s  
i n f e c t i o n  t h a n  c a t t l e .
T h e  b r o n c h o p n e u m o n i a ,  r e a c t i v e  l y m p h  n o d e s  a n d  f i b r i n  
c o v e r e d  t h o r a c i c  o r g a n s  p r e s e n t  i n  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  
o v i n e s  w e r e  s i m i l a r  t o  b u t  m o r e  s e v e r e  a n d  o c c u r e d  f a s t e r  
t h a n  i n  i n f e c t e d  b o v i n e  f e t u s e s .  T h e s e  f i n d i n g s  m a y b e  
r e s u l t a n t  o f  r o u t e  a n d  d o s e  o f  i n o c u l a t i o n  o r  may s u g g e s t  
t h a t  f e t a l  s h e e p  a r e  m o r e  s u s c e p t i b l e  t o  B^ _ a b o r t u s  
i n f e c t i o n  t h a n  f e t a l  c a t t l e .
H e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  i n  i n f e c t e d  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  
s h e e p  w e r e  n o t  s i g n i f i c a - n t l y  d i f f e r e n t  f r o m  t h e  
h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  i n  c o n t r o l  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  s h e e p .
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F e t a l  s h e e p  r e s p o n d e d  t o  a b o r t u s  i n f e c t i o n  w i t h  a  
n e u t r o p h i l i a ,  l y m p h o p e n i a  a n d  o c c a s i o n a l  m o n o c y t o s i s  a n d  
b a n d  n e u t r o p h i l i a .  T h e  f e t a l  h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  w e r e  
p o s s i b l y  r e s u l t a n t  o f  s t r e s s  o f  a b o r t u s  i n f e c t i o n ,  
h e m a t o l o g i c a l  r e s p o n s e s  t o  B^  a b o r t u s  i n f e c t i o n  a n d / o r  
b a c t e r i a l  e n d o t o x i n s .
A d u l t  a n d  n e o n a t a l  s h e e p  p r o d u c e d  a n t i b r u c e l l a  
a n t i b o d i e s  a s  e a r l y  a s  P I  d a y  8 . F e t a l  s h e e p  ( e x a m i n e d  u p  
t o  P I  d a y  6 ) d i d  n o t  p r o d u c e  a n t i b r u c e l l a  a n t i b o d i e s ,  
h o w e v e r ,  s o m e  B ^  a b o r t u s  i n f e c t e d  f e t u s e s  h a d  t r a c e  l e v e l s  
o f  i m m u n o g l o b u l i n s .  T h e  n e o n a t a l  a n d  a d u l t  s h e e p  a n t i b o d y  
r e s p o n s e s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  r e p o r t e d  i n  c a t t l e .  The  
t r a c e  l e v e l s  o f  i m m u n o g l o b u l i n s  o b s e r v e d  i n  B ^  a b o r t u s  
i n f e c t e d  f e t u s e s  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  w a s  a  p r i m i t i v e  a t t e m p t  
t o  r e s p o n d  t o  t h e  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n .
F e t a l  c o r t i s o l  l e v e l s  w e r e  m a r k e d l y  e l e v a t e d  b y  B.  
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  T h i s  w a s  p r o b a b l y  d u e  t o  t h e  s t r e s s  o f  
B . a b o r t u s  i n f e c t i o n .
N e u t r o p h i l  f u n c t i o n a l  a b i l i t i e s  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  
i n c r e a s e d  a f t e r  B ^  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  f e t a l  a n d  n e o n a t a l  
s h e e p  b u t  n o t  i n  a d u l t  s h e e p .  S i n c e  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n a l  
a b i l i t i e s  w e r e  p r e s e n t  b e f o r e  a n t i b r u c e l l a  a n t i b o d i e s  w e r e  
p r o d u c e d ,  e n h a n c e d  o p s o n i z a t i o n  w a s  n o t  r e s p o n s i b l e  f o r  
i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n s .  N o n s p e c i f i c  s e r u m  f a c t o r s ,  
i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n a l  a b i l i t i e s ,  n e u t r o p h i l  
a c t i v a t i o n  b y  u n k n o w n  s e r u m  f a c t o r s ,  a n d  f i b r o n e c t i n  a r e  
p o s s i b l y  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n a l
a b i l i t i e s .  F a c t o r s  r e s p o n s i b l e  f o r  i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  
f u n c t i o n s  w e r e  p r o d u c e d  r a p i d l y  a s  i n c r e a s e d  n e u t r o p h i l  
f u n c t i o n a l  a b i l i t i e s  w e r e  p r e s e n t  a t  P I  d a y  1 i n  f e t a l  s h e e p  
a n d  a t  P I  d a y  2 i n  n e o n a t a l  s h e e p .
P r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n  o f  p r e g n a n c y  w a s  o b s e r v e d  i n  6  o f  
12 a b o r t u s  i n f e c t e d  o v i n e  f e t u s e s .  F i v e  o f  t h e s e  6  
f e t u s e s  w e r e  d e a d  i_n u t e r o  a t  t h e  t i m e  o f  c o l l e c t i o n  a n d  o n e  
w a s  b o r n  a l i v e .  P r e m a t u r e  p r e g n a n c y  t e r m i n a t i o n  i s  a  
f r e q u e n t  f i n d i n g  i n  a b o r t u s  i n f e c t e d  p r e g n a n t  c a t t l e .
I n  c o n c l u s i o n ,  n e u t r o p h i l  f u n c t i o n a l  a b i l i t i e s  w e r e  
i n c r e a s e d  by  B^ _ a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  f e t a l  a n d  n e o n a t a l  
s h e e p  a n d  f e t a l  s e r u m  c o r t i s o l  l e v e l s  w e r e  m a r k e d l y  
i n c r e a s e d  b y  B_;_ a b o r t u s  i n f e c t i o n .  A d d i t i o n a l l y ,  b e c a u s e  o f  
s i m i l a r i t i e s  i n  m o r p h o l o g i c  l e s i o n s ,  i m m u n o l o g i c a l  r e s p o n s e s  
a n d  t h e  p r e m a t u r e  t e r m i n a t i o n  o f  p r e g n a n c y  i n  s h e e p  a n d  
c a t t l e ,  s h e e p  may  s e r v e  a s  a n  a d e q u a t e  e x p e r i m e n t a l  m o d e l  
f o r  b o v i n e  b r u c e l l o s i s .
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2 8 )  H a l l m a n  ET ,  S h o l l  LB,  D e l e z  AL:  O b s e r v a t i o n s  o n  t h e  
p a t h o l o g y  o f  B a c t e r i u m  a b o r t u s  i n f e c t i o n .  A g r i c u l t u r e  
E x p e r i m e n t a l  S t a t i o n ,  M i c h i g a n  S t a t e  C o l l e g e  o f  A g r i c u l t u r e  
a n d  A p p l i e d  S c i e n c e ,  1 9 2 8 .
2 9 )  S m i t h  T :  P n e u m o n i a  a s s o c i a t e d  w i t h  B a c i l l u s  a b o r t u s  
( B a n g )  i n  f e t u s e s  a n d  n e w b o r n  c a l v e s .  J  E x p  Med 4 1 :
6 3 9 - 6 4 7 ,  1 9 2 5 .
3 0)  O ko h  A E J : A b o r t i o n  i n  s h e e p  n e a r  K a n o ,  N i g e r i a .  T r o p  
An i m H l t h  P r o d  1 2 :  1 1 - 1 4 ,  1 9 8 0 .
3 1 )  L u c h s i n g e r  DW, A n d e r s o n  RK: L o n g i t u d i n a l  s t u d i e s  i n  
n a t u r a l l y  a c q u i r e d  B r u c e l l a  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  s h e e p .  Am J  
V e t  R e s  4 0 :  1 3 0 7 - 1 3 1 2 ,  1 9 7 9 .
3 2 )  Sha w WB: B r u c e l l a  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  s h e e p .  I .  F i e l d  
c a s e .  B r  V e t  J  1 3 2 :  1 8 - 2 6 ,  1 9 7 6 .
3 3 )  A l l s u p  T N : A b o r t i o n  i n  s h e e p  a s s o c i a t e d  w i t h  B r u c e l l a
a b o r t u s  i n f e c t i o n .  V e t  R e c  8 4 :  1 0 4 - 1 0 8 ,  1 9 6 9 .
3 4 )  L u c h s i n g e r  DW, A n d e r s o n  RK: E p i z o o t i o l o g y  o f  
b r u c e l l o s i s  i n  a  f l o c k  o f  s h e e p .  JAVMA 1 5 0 :  1 0 1 7 - 1 0 2 1 ,
1 9 6 7 .
3 5 )  C o l l i e r  J R ,  M o l e l l o  J A :  C o m p a r a t i v e  d i s t r i b u t i o n  o f
B r u c e l l a  a b o r t u s , B r u c e l l a  m e l i n t e n s i s , a n d  B r u c e l l a  o v i s  i n  
e x p e r i m e n t a l l y  i n f e c t e d  p r e g n a n t  s h e e p .  Am J  V e t  R e s  2 5 :  
9 3 0 - 9 3 4 ,  1 9 6 4 .
3 6 )  M o l e l l o  J A ,  Ru e  J ,  C o l l i e r  J R ,  F l i n t  J C :  P l a c e n t a l  
p a t h o l o g y  I I I .  P l a c e n t a l  l e s i o n s  o f  s h e e p  e x p e r i m e n t a l l y  
i n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s .  Am J  V e t  R e s  2 4 :  9 1 5 - 9 2 1 ,
1 9 6 3 .
3 7 )  S h a w  WB: B r u c e l l a  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  s h e e p .  I I .  
E x p e r i m e n t a l  i n f e c t i o n  o f  e w e s .  B r  V e t  J  1 3 2 :  1 4 3 - 1 5 1 ,
1 9 7 6 .
3 8 )  B a n n a t y n e  CC:  B r u c e l l a  a b o r t u s  i n f e c t i o n  i n  a  b l a c k
f a c e  e w e .  V e t  R e c  7 2 :  6 6 0 - 6 6 1 ,  1 9 6 0 .
3 9 )  C h u n g  Y S ,  H a l l  WTK, S i m m o n s  GC: I m m u n o g l o b u l i n  c l a s s e s
i n  s e r u m  a n t i b o d y  r e a c t i o n s  i n  c a t t l e  f o l l o w i n g  v a c c i n a t i o n  
w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s  S t r a i n  19 a n d  4 5 / 2 0  v a c c i n e s .
A u s t  V e t  J  5 6 :  4 1 3 - 4 1 6 ,  1 9 8 0 .
4 0 )  R i c h a r d s o n  M, C o n n e r  GH,  B e c k  CC,  C l a r k  DT:  P r e n a t a l  
i m m u n i z a t i o n  o f  t h e  l a m b  t o  b r u c e l l a ;  s e c o n d a r y  r e s p o n s e  i n  
u t e r o  a n d  a t  b i r t h .  I m m u n o l o g y  2 1 :  7 9 5 - 8 0 3 ,  1 9 7 1 .
4 1 )  K e r r  WR: A c t i v e  i m m u n i t y  e x p e r i m e n t s  i n  v e r y  y o u n g  
c a l v e s .  V e t  R e c  6 8 : 4 7 6 - 4 7 7 ,  1 9 5 6 .
4 2 )  O s b u r n  B I ,  S t a b e n f e l d t  GH,  A r d a n s  AA, T r e s  C,  S a w y e r  M: 
P e r i n a t a l  i m m u n i t y  i n  c a l v e s .  JAVMA 1 6 4 :  2 9 5 - 2 9 8 ,  1 9 7 4 .
4 3 )  K a n e e n e  JMB e t  a l :  C e l l - m e d i a t e d  immune  r e s p o n s e s  i n
c a t t l e  v a c c i n a t e d  w i t h  B r u c e l l a  a b o r t u s  S t r a i n  19 v a c c i n e  
a n d  n o n e x p o s e d  c o n t r o l  a n i m a l s  o f  t h e  s a m e  a g e .  AM J  V e t  R e s  
4 0 :  9 9 9 - 1 0 0 4 ,  1 9 7 9 .
4 4 )  S a w y e r  Mr Moe J ,  O s b u r n  B I :  O n t o g e n y  o f  i m m u n i t y  a n d
l e u k o c y t e s  i n  t h e  o v i n e  f e t u s  a n d  e l e v a t i o n  o f  
i m m u n o g l o b u l i n s  r e l a t e d  t o  c o n g e n i t a l  i n f e c t i o n .  AM J  V e t  
R e s  3 9 :  6 4 3 - 6 4 8 ,  1 9 7 8 .
4 5 )  S i l v e r s t e i n  AM, T h o r b e c k e  G I ,  K r a n e r  KL,  L u k e s  R J :
F e t a l  r e s p o n s e  t o  a n t i g e n i c  s t i m u l u s .  I I I .
Y - G l o b u l i n - p r o d u c t i o n  i n  n o r m a l  a n d  s t i m u l a t e d  f e t a l  l a m b s .
J  I m m u n o l  9 1 :  3 8 4 - 3 9 5 ,  1 9 6 3 .
4 6 )  F a h e y  K J : T h e  r e s p o n s e  o f  f e t a l  s h e e p  t o  t h e  s o m a t i c  
a n d  f l a g e l l a r  a n t i g e n s  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m .  A j e b a k  5 5 :  
5 2 3 - 5 3 7 ,  1 9 7 7 .
4 7 )  S i l v e r s t e i n  AM, U h r  JW,  K r a n e r  KL,  L u k e s  R J : F e t a l  
r e s p o n s e  t o  a n t i g e n i c  s t i m u l u s .  I I .  A n t i b o d y  p r o d u c t i o n  b y  
f e t a l  l a m b .  J  E x p  Med 1 1 7 :  7 9 9 - 8 1 2 ,  1 9 6 3 .
4 8 )  S i l v e r s t e i n  AM, P r e n d e r g a s t  RA: L y m p h o g e n e s i s , 
i m m u n o g e n e s i s  a n d  t h e  g e n e r a t i o n  o f  i m m u n o l o g i c  d i v e r s i t y .
I n  D e v e l o p m e n t a l  A s p e c t s  o f  A n t i b o d y  F o r m a t i o n  a n d  
S t r u c t u r e  ( E d s )  S t e r z l  J ,  R h i a  I ,  P r a g u e ,  A c a d  P u b l  H o u s e  o f  
C h e c h  A c a d  S c i ,  1 9 6 0 .
4 9 )  F a h e y  K J ,  M o r r i s  B:  L y m p h o p o i e s i s  a n d  i mmune
r e a c t i v i t y  i n  t h e  f e t a l  l a m b .  S e r  H a e m o t o l  7 :  5 4 8 - 5 5 2 ,
1 9 74  .
5 0 )  O s b u r n  B I , H o s k i n s  RK: A n t i b o d y  t o  B r u c e l l a  o v i s  i n
m a t e r n a l  a n d  f e t a l  s h e e p .  J  I n f e c t  D i s  1 1 9 :  2 6 7 - 2 7 2 ,  1 9 6 9 .
5 1 )  E n r i g h t  FM, O s b u r n  B I :  O n t o g e n y  o f  h o s t  r e s p o n s e s  i n  
o v i n e  f e t u s e s  i n f e c t e d  w i t h  b l u e t o n g u e  v i r u s .  Am J  V e t  R e s  
4 1 :  2 2 4 - 2 2 9 ,  1 9 8 0 .
5 2 )  R i c e  CE,  S i l v e r s t e i n  AM: H a e m o l y t i c  c o m p l e m e n t
a c t i v i t y  o f  s e r a  o f  f e t a l  a n d  n e w b o r n  l a m b s .  C a n  J  Comp Med 
V e t  S c i  2 8 :  3 4 - 3 7 ,  1 9 6 4 .
5 3 )  S c h l a f e r  DH,  S c h u l t z  RD,  S c o t t  FW, D u n c a n  J R :  B o v i n e  
f e t a l  i n o c u l a t i o n  w i t h  c a l f  r o t a v i r u s .  C a n  J  Comp Med 4 3 :  
4 0 5 - 4 1 4 ,  1 9 7 9 .
5 4 )  B r a u n  RK,  O s b u r n  B I ,  K e n d r i c k  JW:  I m m u n o l o g i c  r e s p o n s e
o f  t h e  b o v i n e  f e t u s  t o  b o v i n e  v i r a l  d i a r r h e a  v i r u s .  Am J  
V e t  R e s  3 4 :  1 1 2 7 - 1 1 3 2 ,  1 9 7 3 .
5 5 )  O s b u r n  B I : I mmune  r e s p o n s i v e n e s s  o f  t h e  f e t u s  a n d  
n e o n a t e .  JAVMA 1 6 3 :  8 0 1 - 8 0 4 ,  1 9 7 3 .
5 6 )  O s b u r n  B I : T h e  r e l a t i o n  o f  f e t a l  a g e  t o  t h e  c h a r a c t e r  
o f  l e s i o n s  i n  f e t a l  l a m b s  i n f e c t e d  w i t h  B r u c e l l a  o v i s .  P a t h  
V e t  5 :  3 9 5 - 4 0 6 ,  1 9 6 8 .
5 7 )  K e a r n e y  J F ,  L a w t o n  AR: B l y m p h o c y t e  d i f f e r e n t i a t i o n  by  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e .  I I .  R e s p o n s e  o f  f e t a l  l y m p h o c y t e s .  
J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 1 5 :  6 7 7 - 6 8 1 ,  1 9 7 5 .
5 8 )  S h e r w i n  WK, R o w l a n d s  DT:  D e t e r m i n a n t s  o f  t h e  h i e r a r c h y
o f  h u m o r a l  immune  r e s p o n s i v e n e s s  d u r i n g  o n t o g e n y .  J o u r n a l  
o f  I m m u n o l o g y  1 1 5 :  1 5 4 9 - 1 5 5 4 ,  1 9 7 5 .
5 9 )  N i c o l e t t i  P :  P r e v e l a n c e  a n d  p e r s i s t e n c e  o f  B r u c e l l a
a b o r t u s  S t r a i n  19  i n f e c t i o n s  a n d  p r e v e l a n c e  o f  o t h e r  
b i o t y p e s  i n  v a c c i n a t e d  a d u l t  c a t t l e .  JAVMA 1 7 8 :  1 4 3 - 1 4 5 ,
1981 .
6 0 )  B u c h a n a n  TM, F a b e r  LC:  2 - M e r c a p t o e t h a n o l  b r u c e l l a
a g g l u t i n a t i o n  t e s t :  U s e f u l l n e s s  f o r  p r e d i c t i n g  r e c o v e r y
f r o m  b r u c e l l o s i s .  J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  M i c r o b i o l o g y  1 1 :  
6 9 1 - 6 9 3 ,  1 9 8 0 .
6 1 )  J o n e s  LN,  H e n d r i c k s  J B ,  B e r m a n  DT:  T h e  s t a n d a r d i z a t i o n  
a n d  u s e  o f  t h e  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  t e s t  f o r  t h e  d i a g n o s i s  o f  
b o v i n e  b r u c e l l o s i s ,  w i t h  a  r e v e i w  o f  t h e  l i t e r a t u r e .  Am J  
V e t  R e s  2 4 :  1 1 4 3 - 1 1 5 1 ,  1 9 6 3 .
6 2 )  U p c o t t  DH,  H e b e r t  N ,  R o b i n s  M: E r y t h r o c y t e  a n d  
l e u k o c y t e  p a r a m e t e r s  i n  f e t a l  l a m b s .  R e s  V e t  S c i  1 3 :
5 0 7 - 5 1 0 ,  1 9 7 2 .
6 3 )  S c h a l m  OW, J a i n  NC,  C a r r o l l  E J : V e t e r i n a r y  H e m a t o l o g y  
P h i l a d e l p h i a ,  L e a  a n d  F e b i g e r ,  1 9 7 5 .
6 4 )  M a j u m d a r  A S ,  G h o s e  AC: S t a p h y l o c i d a l  a c t i v i t i e s  o f  
w h o l e  b l o o d ,  s e r a  a n d  l e u k o c y t e s  o f  d i f f e r e n t  a n i m a l  
s p e c i e s .  I n d i a n  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  1 6 :  6 3 6 - 6 3 8 ,
1 9 7 8 .
6 5 )  R e n s h a w  HW e t  a l :  A n t i b a c t e r i a l  h o s t  d e f e n s e :  I n  
v i t r o  i n t e r a c t i o n  o f  b a c t e r i a ,  s e r u m  f a c t o r s  a n d  l e u k o c y t e s  
f r o m  p r e c o l o s t r a l  d a i r y  c a l v e s  a n d  t h e i r  d a m s .  Am J  V e t  R e s  
3 7 :  1 2 6 7 - 1 2 7 3 ,  1 9 7 6 .
6 6 ) L a m o t t e  GB,  E b e r h a r t  R J : B l o o d  l e u k o c y t e s ,  
n e u t r o p h i l  p h a g o c y t o s i s  a n d  p l a s m a  c o r t i c o s t e r o i d s  i n  
c o l o s t r u m - f e d  a n d  c o l o s t r u m  d e p r i v e d  c a l v e s .  Am J  V e t  R e s  
1 3 7 :  1 1 8 9 - 1 1 9 3 ,  1 9 7 6 .
6 7 )  D e n s e n  P ,  M a n d e l l  ML; P h a g o c y t e  s t r a t e g y  v s .  m i c r o b i a l  
t a c t i c s .  R e v i e w s  o f  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  2 :  1 8 1 7 - 1 8 3 7 ,
1 9 8 0 .
6 8 ) Mc Ghe e  J R ,  F r e e m a n  BA: O s m o t i c a l l y  s e n s i t i v e  b r u c e l l a
i n  i n f e c t e d  n o r m a l  a n d  i m m u ne  m a c r o p h a g e s .  I n f e c t i o n  a n d  
I m m u n i t y  1 :  1 4 6 - 1 5 0 ,  1 9 7 0 .
69)  H o i d a l  J R ,  S c h m e l i n g  D,  P e t e r s o n  PK:  P h a g o c y t o s i s ,
b a c t e r i a l  k i l l i n g  a n d  m e t a b o l i s m s  b y  p u r i f i e d  h u ma n  l u n g  
p h a g o c y t e s .  J  I n f e c t  D i s  1 4 4 :  6 1 - 7 1 ,  1 9 8 1 .
7 0 )  K r e u t z e r  DL,  D r e y f u s  LA,  R o b e r s o n  DC: I n t e r a c t i o n  o f
p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u k o c y t e s  w i t h  s m o o t h  a n d  r o u g h  s t r a i n s  
o f  B r u c e l l a  a b o r t u s .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  2 3 :  7 3 7 - 7 4 2 ,
1 9 7 9 .
7 1 )  B r a u n  W, P o m a l e s - L e b r o n  A,  S t i n e b r i n g  WR: I n t e r a c t i o n
b e t w e e n  m o n o n u c l e a r  p h a g o c y t e s  a n d  B r u c e l l a  a b o r t u s  s t r a i n s  
o f  d i f f e r e n t  v i r u l e n c e .  PSEBM 9 7 :  3 9 3 - 3 9 7 ,  1 9 5 8 .
7 2 )  H o l l a n d  J J ,  P i c k e t t  MJ: A c e l l u l a r  b a s i s  o f  i m m u n i t y
i n  e x p e r i m e n t a l  b r u c e l l a  i n f e c t i o n .  J  Exp  Med 3 4 3 - 3 6 0 ,
1 9 5 8 .
7 3 )  H o l l a n d  J J ,  P i c k e t t  M J : T h e  i n t r a c e l l u l a r  b e h a v i o r  o f  
b r u c e l l a  v a r i a n t s  i n  c h i c k  e m b r y o  c e l l s  i n  t i s s u e  c u l t u r e .  
P r o c  S o c  E x p  B i o l  a n d  Med 9 3 :  4 7 6 - 4 7 9 ,  1 9 5 6 .
7 4 )  R e p i n e  J E ,  C l a w s o n  CC,  G o e t z  FC:  B a c t e r i c i d a l  f u n c t i o n  
o f  n e u t r o p h i l s  f r o m  p a t i e n t s  w i t h  a c u t e  b a c t e r i a l  i n f e c t i o n  
a n d  f r o m  d i a b e t i c s .  J  I n f  D i s  1 4 2 :  8 6 9 - 8 7 5 ,  1 9 8 0 .
75 )  P h a i r  J P  e t  a l : P h a g o c y t o s i s  a n d  a l g i c i d a l  a c t i v i t y  o f
h u m a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  n e u t r o p h i l s  a g a i n s t  P r o t o t h e a  
w i c k e r a m i i . J  I n f e c t  D i s  1 4 4 :  7 2 - 7 6 ,  1 9 8 1 .
7 6 )  S t e i g b i g e l  RT e t  a l :  P h a g o c y t i c  a n d  b a c t e r i c i d a l  
p r o p e r t i e s  o f  n o r m a l  h u m a n  m o n o c y t e s .  J  C l i n  I n v e s t  5 3 :  
1 3 1 - 1 4 2 ,  1 9 7 4 .
7 7 )  F a h e y  K J : H u m o r a l  a n d  c e l l  m e d i a t e d  immune  r e s p o n s e s  
i n  f e t a l  s h e e p  f o l l o w i n g  v a c c i n a t i o n  w i t h  BCG. A u s t  J  Ex p  
B i o l  Med S c i  5 5 :  4 1 9 - 4 2 1 , 1 9 7 7 .
7 8 )  S c h w a r t z  LW, O s b u r n  B I : An a n t i g e n i c  s t u d y  o f  t h e
a c u t e  i n f l a m m a t o r y  r e a c t i o n  i n  t h e  f e t a l  m o n k e y :  C e l l u l a r
r e s p o n s e  t o  b a c t e r i a l  a n d  n o n b a c t e r i a l  i r r i t a n t s .  L a b  I n v e s t  
3 1 :  4 4 1 - 4 5 3 ,  1 9 7 4 .
7 9 )  W e s t e r f i e l d  C ,  D i m o c k  WW: T h e  p a t h o l o g y  o f  e q u i n e  
v i r u s  a b o r t i o n .  JAVMA 1 0 9 :  1 0 1 - 1 1 1 ,  1 9 4 6 .
8 0 )  O s b u r n  B I ,  P r o s t  M, S t a b e n f e l d t  GH: R e s p o n s e  o f  f e t a l  
a d r e n a l  c o r t e x  t o  c o n g e n i t a l  i n f e c t i o n s .  Am J  O b s t e t  G y n e c  
1 1 4 :  6 2 2 - 6 2 7 ,  1 9 7 2 .
8 1 )  H u n t e r  D,  K e a r n s  M: A c o m p a r i s o n  o f  t h r e e  s e l e c t i v e
m e d i a  f o r  t h e  i s o l a t i o n  o f  B r u c e l l a  a b o r t u s  f r o m  
c o n t a m i n a t e d  m a t e r i a l .  B r  V e t  J  1 3 3 :  4 8 6 - 4 8 9 ,  1 9 7 7 .
8 2)  A n o n y m o u s  A u t h o r :  I n s t r u c t i o n  M a n u a l ,  S o r v a l  E m b e d d i n g
Me d i u m P l a s t i c  f o r  H i s t o l o g y .  P u b l i c a t i o n s ,  D u p o n t  
I n s t r u m e n t s ,  1 9 8 1 .
8 3 )  K o s k i  I R ,  P o p l a c k  DG,  B l a e s e  RM: A n o n s p e c i f i c  
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